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Os micro-organismos endofíticos são aqueles que habitam o interior do hospedeiro 
sem causar danos ou sintomas aparentes, em relações mutualísticas ou comensais. 
O objetivo desse trabalho foi analisar a diversidade das bactérias endofíticas presente 
nos tecidos foliares da planta medicinal Passiflora incarnata. Foram isoladas 141 
bactérias endofíticas afiliadas à quatro filos, 17 famílias e 23 gêneros, destacando-se 
os gêneros Sphingomonas, Methylobacterium e Curtobacterium, responsáveis por um 
total de 24 espécies diferentes. Após uma triagem fenotípica inicial, dez taxas 
apresentaram atividade antagonista frente aos principais fitopatógenos da cultura do 
maracujá, sendo eles: Bacillus sp. (1), Brevundimonas albigilva (1), Curtobacterium 
pusillum (2), Methylobacterium rhodesianum (1), Methylobacterium radiotolerans (3), 
Sphingomonas leidyi (1) e Sphingomonas yabuuchiae (1). O isolado EP58 (Bacillus 
sp.) foi capaz de inibir em até 66,6% o crescimento micelial de fungos e formar halos 
de inibição de 30 mm frente à bactéria patogênica Xanthomonas axonopodis pv. 
passiflorae, demonstrando potencial para ser utilizado como um candidato a agente 
de biocontrole. Os extratos orgânicos obtidos dos isolados mais promissores foram 
analisados por HPLC-MS/MS e foram detectados compostos de diferentes classes de 
produtos naturais, como alcaloides, antibióticos e biosurfactantes, confirmando o 
potencial desses endófitos como produtores de biomoléculas de interesse. Realizou-
se também uma comparação das comunidades de bactérias endofíticas de P. 
incarnata por métodos dependente e independente de cultivo em função do estágio 
de desenvolvimento da planta (vegetativo e reprodutivo). Os resultados evidenciaram 
uma grande diversidade desses micro-organismos e a existência de comunidades 
endofíticas específicas de acordo com o estágio de desenvolvimento da planta, 
sugerindo uma modulação da diversidade taxonômica e funcional por parte do 
hospedeiro conforme suas necessidades fisiológicas. Por fim, foi investigado o 
potencial dos endófitos de P. incarnata para a biossíntese de flavonoides, através de 
testes genotípicos e fenotípicos, visto que essa planta é conhecida por ser uma grande 
produtora desse composto. Diferentes espécies de Sphingomonas foram positivas 
para a amplificação do gene flavonol synthase, e apenas a espécie Sphingomonas 













Endophytic microorganisms are those that inhabit the interior of the host without 
causing damage or apparent symptoms, in mutualistic or commensal relations. The 
objective of this work was to analyze the diversity of the endophytic bacteria present 
in the foliar tissues of the medicinal plant Passiflora incarnata. A total of 141 endophytic 
bacteria affiliated with four phyla, 17 families and 23 genera were identified, including 
the genera Sphingomonas, Methylobacterium and Curtobacterium, responsible for a 
total of 24 different species. After an initial phenotypic screening, ten isolates showed 
antagonistic activity against the main phytopathogens of the passion fruit crop: Bacillus 
sp. (1), Brevundimonas albigilva (1), Curtobacterium pusillum (2), Methylobacterium 
rhodesianum (1), Methylobacterium radiotolerans (3), Sphingomonas leidyi (1) and 
Sphingomonas yabuuchiae (1). The isolate EP58 (Bacillus sp.) was able to inhibit in 
up to 66.6% the fungal mycelial growth and to form inhibition halos of 30 mm against 
the pathogenic bacterium Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, demonstrating 
the potential to be used as a candidate for biocontrol agent. The organic extracts 
obtained from the most promising isolates were analyzed by HPLC-MS / MS and 
compounds from different classes of natural products, such as alkaloids, antibiotics 
and biosurfactants were detected, confirming the potential of these endophytes as 
producers of biomolecules of interest. A comparison of the endophytic bacterial 
communities of P. incarnata by culture-dependent and -independent methods as a 
function of the developmental stage of the plant (vegetative and reproductive) was also 
carried out. The results showed a great diversity of these microorganisms and the 
existence of specific endophytic communities according to the plant developmental 
stage, suggesting a modulation of the taxonomic and functional diversity by the host 
according to its physiological needs. Finally, the potential of P. incarnata endophytes 
for flavonoid biosynthesis was investigated through genotypic and phenotypic tests, 
since this plant is known to be a significant producer of this compound. Different 
species of Sphingomonas were positive for the amplification of the flavonol synthase 
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1. ESTRUTURA DA APRESENTAÇÃO DA TESE 
 
Esta tese foi dividida em quatro capítulos: 
No Capítulo I são apresentados os resultados do isolamento e identificação das 
bactérias endofíticas associadas às folhas de Passiflora incarnata. Foram isoladas 
141 bactérias a partir de tecidos foliares do maracujá, que foram classificadas 
taxonomicamente com base no gene RNA ribossomal 16S e alocadas aos 4 principais 
filos, 17 famílias e 25 gêneros. 
No Capítulo II são apresentados os resultados da análise da diversidade da 
comunidade endofítica bacteriana associada à P. incarnata. O objetivo desse capítulo 
foi determinar e comparar a estrutura e composição da comunidade endofítica em 
diferentes estágios de desenvolvimento da planta (reprodutivo e vegetativo), através 
de abordagem dependente e independente de cultivo. Os resultados demonstram uma 
diferenciação da composição da população bacteriana de acordo com o estágio de 
desenvolvimento da planta, sugerindo uma estruturação específica dos taxa de acordo 
com as etapas de crescimento. Este capítulo está descrito na forma do artigo 
publicado na revista MicrobiologyOpen. 
No Capítulo III são apresentados os resultados do teste de antagonismo dos 
isolados endofíticos contra os patógenos fúngicos e bacteriano do maracujá. Foram 
extraídos os metabólitos secundários dos dez isolados que apresentaram os melhores 
resultados e analisados o perfil químico dos extratos orgânicos obtidos a partir de 
separação cromatográfica (HPLC-MS/MS). 
No Capítulo IV são apresentados os resultados do potencial genético e funcional 
dos isolados para a produção de flavonoides. Na primeira parte do capítulo, a 
avaliação do potencial genético dos isolados está apresentada na forma do capítulo 
“Endophytic bacteria from Passiflora incarnata L. leaves with genetic potential 
for flavonoid biosynthesis” aceito para publicação no livro “Microbial Probiotics 
for Agricultural Systems: Sustainability in Plant and Crop Protection”. Na 
segunda parte do capítulo são mostrados os resultados dos ensaios funcionais para 
a produção de flavonoides a partir dos isolados que apresentaram resultados positivos 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. Passiflora incarnata 
 
O gênero Passiflora é o maior da família Passifloraceae, com cerca de 520 
espécies, é numérica e economicamente o mais importante da família, apresentando 
ampla variabilidade genética inter e intraespecífica (Bellon et al., 2009). Esse gênero 
é originário da América tropical (Alexandre et al., 2004) e, pelo menos, um terço de 
suas espécies tem os respectivos centros de origem no Brasil (Meletti, 2011), que 
agregam aproximadamente 140 espécies (Cervi, 2006). O nome Passiflora vem do 
latim ‘Passio’, dado por conquistadores espanhóis que descobriram a planta em 1529 
e a descreveram como um símbolo da Paixão de Cristo, devido a semelhança da sua 
flor com a coroa de espinhos (Dhawan et al., 2004). 
O uso do maracujá data da época da colonização das Américas pelos espanhóis, 
que aprenderam a usá-las com os índios Astecas, tornando-se rapidamente 
conhecida na Europa como sedativo, calmante, antiespasmódico e tônico dos nervos, 
através de relato feito por um médico espanhol no ano de 1569, sobre o uso do seu 
chá pelos indígenas no Peru. Na América do Norte, sua introdução se deu em meados 
de 1800, por aceitação do chá usado pelos índios e escravos na região sul dos 
Estados Unidos como sedativo e remédio para dor de cabeça. A primeira referência 
ao maracujá no Brasil foi em 1587 no tratado descritivo do Brasil como “erva que dá 
fruto” (Lorengi e Souza, 1995). 
Espécies do gênero Passiflora são empregadas frequentemente na medicina 
popular, principalmente devido às suas reconhecidas propriedades sedativas e 
ansiolíticas (de-Paris et al., 2002; Dhawan et al., 2004). Espécies como Passiflora 
alata, Passiflora edulis e Passiflora incarnata são utilizadas em países da Europa e 
América principalmente para tratamento de distúrbios relacionados à ansiedade 
(Dhawan et al., 2004). Além disso, em diversos experimentos pré-clínicos, extratos de 
Passiflora mostraram potencial efeito no combate à insônia, distúrbios de 
hiperatividade, hipertensão e câncer (Sastri, 1950; Taylor, 1996; Rowe et al., 2004; 
Commission et al., 2010). Em outros estudos, preparações obtidas dos extratos das 
folhas mostraram efeito anti-convulsionante (Nassiri-Asl et al., 2007). 
A espécie Passiflora incarnata L. é nativa do sul dos Estados Unidos, onde é 
muito cultivada em jardins como planta ornamental e conhecida como “wild passion 




a produção de frutos para a indústria de sucos, devido à pouca adaptabilidade da 
planta (Bruckner et al., 2001), pois além da baixa produtividade em campo, o fruto não 
é tão saboroso quanto o das espécies P. edulis e P. alata para o paladar do brasileiro. 
Porém, já há relatos de seu cultivo no Brasil, na região de Botucatu/SP (Trivellato e 
Ming, 2014). 
Passiflora incarnata é a espécie que apresenta a mais extensiva aplicação clínica 
ao redor do mundo. Trata-se de uma planta herbácea, trepadeira, vigorosa, com flores 
de cor branca na parte interna das pétalas e azul clara ou arroxeada na coroa; os 
frutos são de cor verde-clara com polpa branca, que quando maduro exalam um 
perfume agradável (Figura 1) (Lorengi e Souza, 1995). Durante o período de 
dezembro a janeiro ela passa pela fase vegetativa, formando caules de trepadeiras e 
folhas trilobadas, e de abril a novembro, se encontra na fase reprodutiva, florescendo 
de forma vistosa e perfumada (Fuentes et al., 2000). 
Passiflora incarnata é uma das espécies mais estudadas no âmbito 
farmacológico, principalmente quanto ao uso da parte aérea (folhas e ramos secos) 
(Tiwari et al., 2016). No Brasil, foi relacionada como uma das plantas de interesse pelo 
Sistema Único de Saúde (SUS) e integra a lista de produtos com registro simplificado, 
com indicação como ansiolítico leve (RENISUS, 2014). É utilizada internamente e 
suas folhas são indicadas para dores de cabeça de origem nervosa, ansiedade, 
menopausa, insônia, taquicardia nervosa, doenças espasmódicas, nevralgias, asma, 
estados depressivos em virtude de alcoolismo, pressão alta, febre, sedativo, 
menstruação, palpitação, stress, vertigens, vômitos, hemorróidas, reumatismo, 
inflamações cutâneas, erisipela, histeria (Taylor, 1996; Mills e Bone, 2000; Barnes et 






Figura 1. Flor (A) e fruto (B) de P. incarnata. Fonte: Arquivo pessoal (2015). 
 
As partes aéreas de P. incarnata são caracterizadas fitoquimicamente pela 
presença de diversos constituintes primários incluindo alcaloides indólicos, fenóis, 
flavonoides maltol e compostos glicosídeos cianogênicos (Krenn, 2002; Marchart et 
al., 2003). Os flavonoides representam 2,5% dos compostos nesta planta, com 
vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, apigenina, kaempferol, vicenina, lucerina 
e saponarina identificados (Marchart et al., 2003). Os principais alcalóides detectados 
através de análises cromatográficas e espectroscópicas, foram harmana, harmol, 
harmalol, harmalina e harmina, mas esses são encontrados em pequenas 
quantidades (Sampath et al., 2011). Além disso, ácidos graxos, linoleicos, palmíticos, 
oleicos e mirísticos estão presentes, bem como ácidos fórmicos e butíricos, 
cumarinas, fitosteróis e óleos essenciais (Wohlmuth et al., 2010; Sampath et al., 
2011).  
Apesar de um grande número de trabalhos realizados acerca do potencial de 
seus constituintes químicos, existem ainda compostos ativos responsáveis pela 
propriedade terapêutica da planta que não foram identificados, demandando assim 
novos estudos que aprofundem no aspecto fitoquímico dessa espécie para 
identificação e mesmo a descoberta de novos compostos de interesse medicinal 








2.2.  MICRO-ORGANISMOS ENDOFÍTICOS 
 
Considera-se que uma única espécie de planta pode possuir milhares de micro-
organismos, categorizados como epifíticos (habitantes da filosfera, e rizosfera, 
aqueles próximos ou sobre tecidos vegetais) e endofíticos (aqueles que vivem no 
interior dos tecidos vegetais de folhas, raízes ou caules), dependendo da sua área de 
colonização nas espécies vegetais (Turner et al., 2013; Andreote et al., 2014). Por um 
conceito mais específico, os endófitos podem ser definidos como micro-organismos 
que em alguma parte do seu ciclo de vida, colonizam os tecidos internos da planta, 
sem causar danos aparentes ao hospedeiro e sem produzir estruturas externas 
visíveis (Azevedo et al., 2000). Porém, essa definição excluía os rizóbios e micorrizas, 
sendo, portanto, redefinido este conceito com a separação dos endófitos em dois 
tipos: Tipo I, os que não produzem estruturas externas à planta; e Tipo II, os que 
produzem estruturas externas à planta, incluindo assim, rizóbios e micorrizas (Mendes 
e Azevedo, 2007). Além disso, devido aos extensos estudos desses grupos de micro-
organismos, as comunidades endofíticas foram divididas em diferentes subgrupos, 
como “obrigatória" ou "facultativa", que estão associadas a todos os tipos de plantas 
(Rosenblueth e Martínez-Romero, 2006). Os endofíticos obrigatórios são aqueles que 
dependem do metabolismo das plantas para sobreviver, sendo disseminados entre as 
espécies vegetais pela atividade de diferentes tipos de vetores ou por transmissão 
vertical (Hardoim et al., 2008b), e em geral, são derivados das sementes e não podem 
sobreviver no solo (Liu et al., 2017a). Enquanto os endófitos facultativos são aqueles 
que vivem fora do corpo do hospedeiro durante uma certa fase do seu ciclo de vida e 
são principalmente associados com plantas do seu ambiente de solo contíguo e 
atmosfera (Abreu-Tarazi et al., 2010); eles iniciam a colonização e infecção quando 
as condições são adequadas. A maioria das bactérias endofíticas facultativas 
permanece dentro do córtex, mas algumas também entram no floema central e no 
xilema (Compant et al., 2010). Entretanto, ainda assim, a distinção entre micro-
organismos endofíticos, epifíticos e patogênicos é difícil, pois um micro-organismo 
endofítico pode tornar-se um patógeno conforme as condições de ambiente; e um 
micro-organismo epifítico pode, eventualmente, entrar em uma planta e lá permanecer 






2.2.1. COLONIZAÇÃO E ESTABELECIMENTO NA PLANTA 
 
Para o estabelecimento dos endófitos em diferentes tecidos, as bactérias 
endofíticas devem ser compatíveis com as plantas hospedeiras e capazes de 
colonizar os tecidos de forma assintomática. Trabalhos que mostram as vias de 
penetração do micro-organismo endofítico na planta hospedeira, demonstram que a 
principal porta de entrada para eles são as raízes, uma vez que está em contato direto 
com o solo, que é um ambiente extremamente propício para a manifestação de 
populações antimicrobianas (Azevedo, 1998). Nas plantas, as raízes laterais 
emergentes atravessam a epiderme, o córtex, a endoderme, a faixa caspariana (faixa 
ao redor da endoderme) e o periciclo, formando naturalmente uma via para a entrada 
de bactérias nesses locais (Figura 2). A partir daí as bactérias podem entrar nos vasos 
do floema e do xilema que transportam os produtos da fotossíntese (floema), 
nutrientes e água (xilema); ainda, as bactérias que colonizam os tecidos condutores 
radiculares podem se translocar para brotos e folhas impulsionadas pela transpiração 
das plantas. Alternativamente, essas bactérias podem ser originárias de micro-
organismos epifíticos da filosfera que através de aberturas naturais (por exemplo, 
estômatos, hidatódios), feridas e rachaduras geradas por ataques de vento, insetos e 
patógenos podem adentrar para o interior da planta (Compant et al., 2010; Vorholt, 
2012). Alguns estudos relatam que algumas bactérias endofíticas colonizam flores, 
frutos e sementes (Hallmann, 2001). No entanto, sob condições naturais, a maioria 
das flores e frutos não contém bactérias endofíticas ou apenas densidades muito 
baixas, atingindo entre 102 a 103 UFC g-1 de peso fresco. É provável que apenas cepas 
endofíticas especializadas sejam capazes de colonizar e sobreviver em órgãos 
reprodutivos de plantas (Hallmann, 2001; Compant et al., 2011). 
Deste modo, os micro-organismos endofíticos podem ser isolados de diversas 
partes dos tecidos vegetais como: folhas, nódulos, raízes, caules e frutos; e de 
variedades de plantas, abrangendo plantas de interesse agrícola, tais como, 
Saccharum officinarum L. (cana-de-açúcar) (Taulé et al., 2016); Zea mays L.(milho) 
(Szilagyi-Zecchin et al., 2014); Coffea arabica L (café) (Bongiorno et al., 2016); Oryza 
sativa (arroz) (Hameed et al., 2015); Glycine sp. (soja) (Zhao et al., 2016); e plantas 
de interesse medicinal como Gynura procumbens (Veludo roxo) (Bhore et al., 2010), 




branco) (Burch e Sarathchandra, 2006), Lippia sidoides (Alecrim-pimenta) (de Siqueira 
et al., 2011), Murraya paniculata (Murta-de-cheiro) (Pastre et al., 2007) entre outras. 
 
 
Figura 2. (A) Movimento quimiotático de bactérias para raízes em resposta a exsudatos liberados por 
plantas (Chaturvedi et al., 2016). (B) Representação da ocorrência de micro-organismos endofíticos 
nas partes aéreas e raízes de plantas originárias da rizosfera, do rizoplano e do tecido radicular interno 
(Santos et al., 2018) 
 
Como demonstrado pela análise metagenômica da comunidade endofítica de 
raízes de arroz (Oryza sativa L.), as características proeminentes importantes para o 
estilo de vida endofítico incluem flagelos, enzimas que degradam polímeros de 
plantas, sistemas de secreção de proteínas, aquisição e armazenamento de ferro, 
quorum sensing e desintoxicação de espécies reativas de oxigênio (Sessitsch et al., 




subconjuntos oportunistas da rizosfera. A entrada e sobrevivência no interior da planta 
requer características funcionais específicas da comunidade bacteriana que a 
coloniza. Por exemplo, foi demonstrado que os endófitos da cana-de-açúcar 
(Saccharum sp.) liberam quantidades significativamente maiores de aminoácidos do 
que as bactérias rizosféricas, enquanto as últimas produzem maiores quantidades de 
etileno e são mais ativamente antagônicas aos fungos (de Santi Ferrara et al., 2012). 
 
2.2.2. ADAPTABILIDADE AO AMBIENTE E O PAPEL DOS ENDÓFITOS 
 
As plantas não vivem sozinhas como entidades únicas, mas se associam de 
perto aos micro-organismos presentes em sua vizinhança e, especialmente, àqueles 
que vivem internamente. O surgimento do conceito de “microbioma vegetal”, ou seja, 
os genomas coletivos de micro-organismos que vivem em associação com plantas, 
levou à novas ideias sobre a evolução das plantas, onde forças seletivas não agem 
apenas sobre o próprio genoma da planta, mas sim na planta inteira, incluindo sua 
comunidade microbiana associada. Os conceitos lamarckianos de características 
hereditárias adquiridas podem ser explicados pelo conceito de hologenoma através 
da transmissão vertical de características valiosas fornecidas pelos endófitos às 
plantas (Rosenberg et al., 2009). Numerosas evidências apoiam a suposição de que 
a comunidade endofítica consiste em uma fração geneticamente determinada - 
microbioma central - e uma variável, a fração ambiente-dependente (Hardoim et al., 
2008a; Van Overbeek e Van Elsas, 2008; Andreote et al., 2010). 
Depois que métodos metagenômicos foram aplicados ao estudo de 
comunidades microbianas, descobriu-se que a comunidade endofítica é 
extremamente rica, embora a maioria dos endófitos ainda esteja em uma forma não 
cultivável (Podolich et al., 2007; Koskimäki et al., 2010; Lucero et al., 2011). Foi 
descoberto que alguns endófitos podem alternar entre os estados cultivável e não 
cultivável (Pirttilä et al., 2005; Podolich et al., 2007; Podolich et al., 2009), mantendo 
as suas populações no chamado estado viável, mas não cultivável (VMNC). O estado 
de VMNC é tipicamente induzido por condições abióticas abaixo do ideal e pode ser 
desencadeado pela deposição de H2O2 (Oliver, 2010). Uma vez que a ativação de 
reações de defesa e o acúmulo de espécies reativas de oxigênio estão 
frequentemente associados à resposta da planta frente a estresses abióticos e 




induzido pelo estresse do hospedeiro. A reativação para o estado fisiologicamente 
ativo tem sido descrita para várias espécies bacterianas (Oliver, 2010), e fatores 
bióticos e abióticos específicos sempre foram associados com o ressurgimento de 
populações bacterianas inatas. Assim, pode-se supor que a remoção do estressor 
ambiental pode desencadear a ativação de endófitos bacterianos. Portanto, o estado 
VMNC poderia ser a estratégia de sobrevivência para alguns endófitos para 
persistirem em condições desfavoráveis dentro da planta. No entanto, a reativação do 
estado de não cultivável para cultivável também foi observada quando a planta estava 
enfrentando o estresse ambiental. Isto sugere que populações endofíticas 
adormecidas também podem fornecer forças defensivas de reserva (endófitos ativos 
e seus metabólitos) nas condições de estresse. Assim, os endófitos poderiam proteger 
seu micro-ecossistema (Podolich et al., 2009; Oliver, 2010). 
Os micro-organismos endofíticos apresentam relações complexas com seus 
hospedeiros, que podem envolver mutualismo, antagonismo e mais raramente 
parasitismo (Nair e Padmavathy, 2014). Os endófitos mais comuns são tipificados 
como comensais, com funções desconhecidas ou ainda desconhecidas nas plantas, 
e os menos comuns são aqueles que apresentam efeitos positivos (mutualistas) ou 
negativos (antagônicos) nas plantas (Hallmann et al., 1997). No entanto, essas 
propriedades são frequentemente testadas em uma única espécie de planta ou em 
grupos de genótipos de plantas intimamente relacionados, mas raramente em um 
amplo espectro taxonômico de espécies de plantas. Além disso, as condições 
ambientais em que as interações planta-endófito são estudadas são muitas vezes 
bastante estreitas, e as interações entre membros da comunidade endofítica 
raramente foram investigadas. 
Estudos demonstram que as plantas infectadas por micro-organismos 
endofíticos geralmente crescem mais rapidamente que as não infectadas (Cheplick et 
al., 1989). Este efeito deve-se, pelo menos em parte, à produção de fitormônios pelos 
endófitos, como o ácido indol-3-acético (AIA), citocinas e outras substâncias 
promotoras de crescimento de plantas (Pieterse et al., 2009; Bhore et al., 2010; Zúñiga 
et al., 2013; Shahzad et al., 2016) e/ou parcialmente devido ao fato de endófitos 
aumentarem a absorção de elementos nutricionais pelos hospedeiros, como 
nitrogênio (Gupta et al., 2012; Muangthong et al., 2015; Moyes et al., 2016) e fósforo 
(Joe et al., 2016; Matos et al., 2017; Walia et al., 2017). Além disso, vários estudos 




às plantas hospedeiras, como resistência às condições de estresse (Jha et al., 2011; 
Ali et al., 2014; Tamosiune et al., 2017; R. et al., 2018); alteração em propriedades 
fisiológicas (Torres et al., 2012; Marcos et al., 2016; Liu et al., 2017b); produção 
componentes de interesse biológico (Strobel, 2003; Strobel et al., 2004; Han et al., 
2015; Chung et al., 2016). 
Endófitos parecem ser promissores para aumentar o rendimento das culturas, 
remover contaminantes, inibir patógenos e produzir nitrogênio fixo ou novas 
substâncias. O repertório de seus efeitos e funções na planta não foi definido de forma 
abrangente. O desafio e objetivo é ser capaz de gerenciar comunidades microbianas 
de modo a favorecer a colonização de plantas por bactérias benéficas. Isso seria 
passível de se obter um melhor conhecimento da ecologia endofítica e suas interações 
moleculares. 
 
2.2.3. IMPORTÂNCIA BIOTECNOLÓGICA DE MICRO-ORGANISMOS 
ENDOFÍTICOS 
 
Produtos de origem natural são fontes promissoras para a descoberta de novos 
metabólitos bioativos que, em geral, são produzidos por plantas, micro-organismos e 
animais. Esses metabólitos podem ser de origem primária: originados como produtos, 
a partir dos processos de catabolismo e anabolismo, que são essenciais para o 
crescimento e desenvolvimento celular, ou de origem secundária, que são moléculas 
de adaptação que passaram por um processo evolutivo a partir dos metabólitos 
primários, e possuem fins diferenciados em relação aos compostos de origem primária 
(Newman e Banfield, 2002), sendo estes últimos, os principais responsáveis pelo 
aumento de pesquisas científicas que envolvem a interação simbiótica entre plantas 
e micro-organismos endofíticos (Walsh et al., 2010). Os metabólitos secundários 
produzidos pelos micro-organismos endofíticos são promissores para a descoberta de 
novas atividades biológicas de interesse, uma vez que possuem diversas 
propriedades de interesse científico (Pimentel et al., 2010). 
A busca por drogas mais potentes, de fácil produção e mais rentáveis movimenta 
o mercado farmacêutico mundial. A primeira droga anticancerígena, que já rendeu 
milhões de dólares para empresas farmacêuticas, possui como principal componente 
o Taxol, um composto natural diterpenóide obtido a partir do extrato de uma planta 




endofítico isolado da mesma planta (Stierle et al., 1993). O interesse pela utilização 
de micro-organismos endofíticos que substituam compostos sintéticos e produzam, 
em grande quantidade, os mesmos produtos naturais antes isolados diretamente da 
planta vem aumentando consideravelmente (Jalgaonwala et al., 2017). Assim, o 
cultivo de micro-organismos endofíticos em laboratórios, e em condições adequadas, 
a fim de induzir a produção de um metabólito secundário que satisfaça as 
necessidades desejadas, é um caminho que vem sendo seguido pelos cientistas e 
apresenta novas perspectivas para o desenvolvimento de novos fármacos mais 
potentes (Peldáez, 2004). Conforme Tan e Zou (2001), a capacidade de sintetizar 
certos compostos fitoquímicos pode estar relacionada à recombinação genética do 
endófito com o hospedeiro, ocorrida ao longo do processo de co-evolução destes dois 
organismos. Esta possibilidade é bastante vantajosa, pois, segundo Azevedo (1998), 
a capacidade que os endófitos possuem de produzir compostos bioativos 
originalmente produzidos pela planta, facilita a produção da substância de interesse 
pelo micro-organismo por fermentação industrial, protegendo desta maneira, plantas 
de crescimento lento. Ainda, estudos têm reportado que vários outros compostos, tais 
como camptotecina (antitumoral) e podofilotoxina (antimitótica), os quais foram 
originalmente isolados de plantas, são também produzidos por seus endófitos 
demonstrando que esta correspondência entre o metabolismo secundário da planta e 
de seus endófitos pode ser bastante comum (Aly et al., 2010). Deste modo, estes 
micro-organismos representam um fornecedor alternativo de compostos fitoquímicos 
característicos das plantas (Strobel, 2003; Strobel et al., 2004). 
Os micro-organismos endofíticos são produtores hábeis de diversos compostos 
bioativos, em sua maioria produtos naturais com atividade antimicrobiana (Gunatilaka, 
2006). A produção destes compostos confere aos endofíticos as habilidades 
necessárias à sobrevivência no ambiente sendo, deste modo, essencial em ambientes 
onde diversos micro-organismos coexistem e competem pelos nutrientes e por 
espaço. Por outro lado, a síntese de compostos antimicrobianos dentro da planta 
beneficia a planta hospedeira, pois permite a ela resistir ao estresse biótico causado 
pelos fitopatógenos, como as doenças infecciosas causadas por fungos, bactérias e 
outros micro-organismos (Azevedo, 1998; Gunatilaka, 2006). Eles também são 
usualmente utilizados como antagonistas microbianos, ou seja, é investigada a sua 
ação antifúngica e quando confirmada tal característica, esses micro-organismos 




através da inibição de micro-organismos patogênicos presentes no solo e no ar, 
protegendo, desta forma, a planta (Souza et al., 2004). Inúmeros estudos já 
demonstram a habilidade de micro-organismos endofíticos em inibir ou diminuir o 
desenvolvimento de diversas doenças que afetam culturas de interesse agrícola, 
como a murcha do tomateiro, causada pelo fungo Ralstonia solanacearum 
(Nawangsih et al., 2011); tombamento nas plantas de algodão, ocasionada pelo fungo 
Rhizoctonia solani (Selim et al., 2017); brusone no arroz, causada pelo fungo 
Pyricularia oryzae (Widiantini et al., 2017); ferrugem do café, produzida pelo fungo 
Hemileia vastatrix (Shiomi et al., 2006); murcha bacteriana do feijão, causada pela 
bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hsieh et al., 2005); 
podridão vermelha da cana de açúcar, causada pelo fungo Colletotrichum falcatum 
(Viswanathan et al., 2003). 
Além disso, os micro-organismos endofíticos representam uma reserva enorme 
e inexplorada de estruturas químicas únicas que foram modificadas durante a 
evolução e que são produzidas para a comunicação planta-endófito e em resposta as 
alterações em seus habitats (Gunatilaka, 2006). Assim, é grande a oportunidade de 
encontrar novos metabólitos secundários com atividades biológicas relevantes de 
micro-organismos endofíticos (Gunatilaka, 2006). 
Em princípio, estes micro-organismos combinam a riqueza bioquímica da planta 
com a conveniente acessibilidade e a capacidade fermentativa dos micro-organismos 
o que torna mais simples o processo de obtenção de compostos de interesse 
biotecnológico. Além desta e outras conveniências, o uso de micro-organismos 
endofíticos como fonte de compostos bioativos deverá não somente reduzir a 
necessidade de coletar plantas de crescimento lento e possivelmente raras, mas 
também auxiliar na preservação da biodiversidade do ambiente natural (Strobel et al., 
2004). 
Contudo, a diversidade de espécies de endófitos existentes e o potencial deles 
na produção de compostos bioativos ainda são poucos conhecidos. Alguns estudos 
onde estes compostos bioativos produzidos por endofíticos têm sido isolados e 
identificados, revelam a grande diversidade de compostos produzidos e o potencial 







Caracterizar os micro-organismos endofíticos isolados de tecidos foliares de 
plantas de maracujá (Passiflora incarnata) e avaliar o potencial biotecnológico destes 
em relação à atividade antimicrobiana e à produção de flavonoides. 
 
3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Isolar e identificar bactérias endofíticas de tecidos foliares de plantas de 
maracujá (Passiflora incarnata); 
• Avaliar o potencial antimicrobiano das bactérias endofíticas isoladas na fase 
reprodutiva da planta; 
• Realizar ensaios para a busca de flavonoides nas bactérias endofíticas; 
• Determinar a estrutura e composição da comunidade de bactérias endofíticas 
nas fases vegetativa e reprodutiva das plantas de maracujá (P. incarnata) por método 
independente de cultivo; 
• Caracterizar o perfil metabólico dos isolados e identificar os compostos 
presentes nos extratos orgânicos; 
• Preservar e depositar as linhagens com potencial biotecnológico na Coleção 





















Capítulo I. Comunidade bacteriana endofítica cultivável obtida a 








Produtos naturais, geralmente metabólitos secundários, são produzidos por um 
organismo em resposta a um estímulo externo, como alterações nutricionais ou 
infecções externas (Strohl, 2000). Eles constituem aproximadamente 50% dos novos 
medicamentos introduzidos no mercado entre 1981 e 2010, e cerca de 75% dos 
agentes anti-infecciosos são produtos naturais ou derivados de produtos naturais 
(Newman e Cragg, 2012). De todas as fontes possíveis de produtos naturais, as 
plantas foram vistas como uma das mais promissoras. O reino vegetal fornece uma 
infinidade de compostos biologicamente ativos, e estima-se que apenas 10 a 15% das 
espécies existentes de plantas superiores tenham sido investigadas (Bisht et al., 
2006). Destas, apenas aproximadamente 6% foram rastreadas para atividade 
biológica (Verpoorte, 2000).  
Sabe-se que as plantas hospedam diversas comunidades de endófitos, e 
quando isolados de habitats incomuns, como os tecidos internos das plantas, 
provavelmente contêm micro-organismos únicos e filogeneticamente divergentes 
(Ryan et al., 2008). É bem sabido que as plantas medicinais são ricas fontes de 
preciosos compostos bioativos. Como consequência da associação de longo prazo de 
endófitos com tais plantas, a primeira também pode participar de vias metabólicas e 
aumentar sua própria bioatividade natural ou pode obter alguma informação genética 
para produzir compostos biologicamente ativos específicos semelhantes à planta 
hospedeira (Chithra et al., 2014; Rai et al., 2014a; Rai et al., 2014b). Os compostos 
bioativos que são co-produzidos pelas plantas, assim como seus endófitos 
associados, incluem a camptotecina, droga anticâncer (Puri et al., 2005), a 
podofilotoxina, composto anticancerígeno (Puri et al., 2006) e o inseticida natural 
azadiractina (Kusari et al., 2012). Existem vários mecanismos propostos para a 
produção simultânea desses compostos biológicos. Em alguns casos, como o da 
giberelina, o mecanismo biossintético do mesmo composto evolui independentemente 
nas plantas e nas suas contrapartes microbianas (Bömke e Tudzynski, 2009). Por 
outro lado, a transferência horizontal de genes entre a planta hospedeira e seus 
endófitos há muito tem sido hipotetizada (Taghavi et al., 2005). Tem sido fortemente 
sugerido, no entanto, que as interações entre os endófitos e seus respectivos 
hospedeiros vegetais contribuem para a coprodução dessas moléculas bioativas 




Endófitos vêm gerando interesse significativo na comunidade científica devido 
ao seu imenso potencial para contribuir para a descoberta de novos compostos 
bioativos. Tem sido sugerido que a estreita associação biológica entre endófitos e 
seus hospedeiros vegetais resulta na produção de um maior número e diversidade de 
moléculas biológicas em comparação com epífitas ou micro-organismos relacionados 
ao solo (Strobel, 2003). Tais investigações são significativas, uma vez que os recursos 
genéticos dos endófitos podem ser usados como uma plataforma para descoberta de 
novos genes e compostos. 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL 
 
Tecidos foliares das plantas de maracujá (P. incarnata) cultivar cv. 01 foram 
obtidos a partir de duas coletas, uma na data de 20/04/2015 e outra na data de 
06/01/2016 na cidade de Botucatu – SP (22º56’23.4’’S 48º34’11.6’’W), em campos de 
produção do Grupo Centroflora. Esta área é uma região montanhosa, com altitudes 
variando entre 700 e 900 m, exibindo um clima subtropical úmido com uma 
temperatura média de 22 °C em janeiro e 22,6 °C em abril. Em relação à sua fenologia, 
em janeiro, P. incarnata está no estágio vegetativo, e em abril corresponde ao seu 
estágio reprodutivo. Foram coletadas trinta amostras de plantas diferentes, em pontos 
aleatórios, priorizando plantas que não apresentassem nenhum sinal de injúria ou 
danos causados por possíveis patógenos. Essas mesmas plantas foram marcadas 
para a realização da coleta seguinte. 
Os tecidos foliares foram acondicionadas em sacos de coleta esterilizados e 
devidamente nomeados, mantidos sob refrigeração para o transporte até o laboratório, 







Figura 3. (A) Mapa do estado de São Paulo, com destaque na cidade de Botucatu. (B) Vista aérea do 
campo de produção onde foram realizadas as coletas do material vegetal. Fonte: Google Earth (2018). 
 
2.2. PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
O preparo dos tecidos foliares para isolamento da comunidade bacteriana 
endofítica foi realizado segundo a metodologia descrita por Araújo e colaboradores 





submetidas a lavagem em água corrente e seleção daquelas que não possuíam 
nenhum ferimento superficial. Posteriormente passaram por tratamento asséptico que 
consistiu na lavagem por um minuto em etanol 70%, três min em solução de hipoclorito 
de sódio 2% acrescida de Tween 20, 30 segundos em etanol 70%, e, por fim, três 
lavagens em água destilada esterilizada. Para confirmar a eficiência do protocolo de 
desinfestação superficial, alíquotas da água esterilizada utilizadas para a lavagem 
final foram semeadas em meios diversos suplementados com ciclohexamida (50 
mg/L). Após um período de 30 dias de incubação a 28º C foi avaliado o sucesso do 




O protocolo de isolamento das bactérias endofíticas foi realizado de dois modos. 
Inicialmente, uma parte das folhas foi cortada em pequenos fragmentos, utilizando um 
bisturi esterilizado, sob assepsia. Os fragmentos foram transferidos para placas de 
Petri com diferentes meios de cultura, suplementados com nistatina e ciclohexamida 
(50 mg/mL) (Zhao et al., 2012; Eevers et al., 2015b) (Tabela 1). Outra parte das folhas 
foi triturada em tampão PBS esterilizado (100 g de NaCl, 2,5 g de KCl, 18 g de 
Na2HPO4 e 3 g de KH2PO4 em 1 L de água destilada) com pistilo e almofariz 
previamente esterilizados. A suspensão obtida, juntamente com os restos vegetais, 
foi transferida para tubos Falcon e incubada a 28º C por três horas, sob agitação a 
120 rpm. Esta suspensão foi posteriormente diluída em solução esterilizada de água 
peptonada (1 g de peptona, 8,5 g de cloreto de sódio e 1 L de água destilada), e as 
diluições 10 -2, 10-3, 10-4 e 10-5 foram então semeadas nos diferentes meios de cultura 
(Figura 4). 
Todas as placas foram incubadas a 28º C por até 30 dias, e as colônias 
selecionadas foram purificadas nos mesmos meios de isolamento. As colônias foram 
purificadas através da técnica de esgotamento por estrias, no mesmo meio em que 
foram isoladas. Após o crescimento, elas foram repicadas e, em seguida, foram 









Figura 4 Metodologia utilizada para o isolamento das bactérias endofíticas. 
 
Tabela 1. Meios de cultura utilizados nos protocolos de isolamento e sua composição. 
Meio de cultura Composição 
1) M9 
Na2HPO4 10 g, KH2PO4 3 g, NaCl 0,6 g, NH4Cl 20 g, glicose 5 g, 
ágar 20 g, água destilada 1 L, pH 7,2. 
2) ÁGAR SINTÉTICO GAUSE 
KNO3 10 g, amido solúvel 20 g, K2HPO4 0,5 g, MgSO4.7H2O 0,5 
g, NaCl 0,5 g, FeSO4 0,01 g, ágar 15 g, água destilada 1 L, pH 
7,2–7,4. 
3) TWYE (EL-SHATOURY, ABDULLA, 
EL-KARAALY, EL-KAZZAZ, 
DEWEDAR, 2006) 
Extrato de levedura 0,25 g, K2HPO4 0,5 g, ágar 15 g, água 
destilada 1 L, pH 7,2 
4) ÁCIDO HÚMICO VITAMÍNICO (HV) 
(HAYAKAWA; NONOMURA, 1987) 
Ácido húmico 1 g, KCl 1,7 g, Na2HPO4 0,5 g, MgSO4 0,5 g, CaCO3 
0,02 g, FeSO4 0,01 g, Solução estoque de vitamina B (0,00005% 
cloridrato de tiamina, cloridrato de piridoxina, inositol, pantotenato 
de cálcio, ácido paraminobenzóico, e 0,000025% de biotina) 1 
mL, 10 g ágar, 1 L água destilada, pH 7,2. 
5) GLICEROL-ASPARAGINA 
Asparagina 1 g, glicerol 10 g, K2HPO4 1 g, solução salina traço 
(FeSO4 0,1 g, MnCl2 0,1 g, ZnSO4 0,1 g, 100 mL água destilada) 
1 mL, 15 g ágar, 1 L água destilada, pH 7,2. 
6) QUITINA 
Quitosana 2,5 g, K2HPO4 0,7 g, KH2PO4 0,3 g, MgSO4 0,5 g, 
FeSO4 0,01 g, ZnSO4 0,01 g, ágar 20 g, água destilada 1 L, pH 
7,0. 
7) MEIO 869 
Triptona 10 g, extrato de levedura 5 g, NaCl 5 g, Glicose (D+) 1 
g, CaCl2.2H2O 0,345 g, ágar 15 g. 
 
Tecidos foliares desinfestados 
Trituração em tampão PBS 
Incubação 
Diluição e plaqueamento da 
suspensão 




2.4. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR SEQUENCIAMENTO DO GENE RNA 
RIBOSSOMAL 16S 
 
A amplificação do gene RNA ribossomal 16S foi feita diretamente da colônia 
bacteriana, sem ocorrer o processo de extração do DNA, para a maioria dos isolados. 
A colônia selecionada foi transferida para microtubos contendo 5 µL de água ultrapura 
esterilizada, e posteriormente utilizadas para a reação. Nos casos em que não houve 
amplificação direto da colônia, foi realizado o processo de extração de DNA, conforme 
Van Soolinger e colaboradores (1993), com modificações. Foram feitas reações de 
PCR de 25 µL, contendo 0,5 µL (0,2 µM) dos iniciadores 10f (5' 
AGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e 1100r (AGGGTTGGGGTGGTTG) (Lane, 1991), 
homólogos às regiões conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias, 2,0 U 
da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen); tampão da enzima Taq 1X; 0,2 M de 
uma mistura de dNTPs e 0,75 µM de MgCl2. 
O programa de amplificação das amostras consistiu em um ciclo de 
desnaturação inicial a 95°C/2 min.; seguido de 35 ciclos a 94°C/1 min.; 60°C/1 min. e 
72°C/3 min; e um ciclo a 72°C/5 min. (extensão final). Os experimentos foram 
realizados em termociclador da marca Eppendorf Mastercycler® gradient 
(Eppendorf®). A observação dos produtos de amplificação obtidos foi realizada 
através de eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampão TAE 1X, juntamente com 
o marcador molecular DNA Ladder (ThermoFischer Scientific) para a confirmação do 
tamanho do fragmento. Os géis foram submetidos à eletroforese em tampão TBE 1X 
por 30 min em condição de 5 V por centímetro. Os géis foram corados com SYBR® 
Safe DNA gel stain (ThermoFischer Scientific), visualizados em transiluminador sob 
luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de fotodocumentação (Image Quant 
LAS 4000). 
Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Illustra  (GE Healthcare). 
Utilizou-se para o sequenciamento o BigDye terminator cycle sequencing ready 
reaction kit (Applied Biosystems), cuja reação consistiu na adição de 2 µL de Big Dye; 
2 µL do tampão Save Money 5x; 1 pmol dos primers em reações separadas; 1 ou 2 
µL de cada amostra, dependendo da intensidade da banda gerada com os produtos 
purificados, água ultrapura q.s.p. para um volume final de 10 µL. As condições de 
sequenciamento foram: 2 min de desnaturação a 96 °C, seguidos de 25 ciclos com 




min. Após a amplificação dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitação 
para a eliminação dos dNTPs que não foram incorporados. Foi adicionado 1 µL de 
tampão acetato de sódio/EDTA, mais 40 µL etanol a 95% (recém preparado). Após a 
homogeneização por agitação, os tubos foram centrifugados a 9.000 x g por 15 min., 
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 500 µL de etanol 70% foram 
adicionados. Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 
9.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado incubado por 5 min a 40 °C 
para secagem. Em seguida o precipitado foi suspenso em 10 µL de formamida (HiDi 
formamida – Applied Biosystems) em microplacas. A microplaca foi colocada em um 
termociclador para a desnaturação do DNA a 95 °C durante 5 min e imediatamente 
refrigerada em gelo por 2 min. A leitura das bases marcadas foi realizada no sistema 
ABI3500XL Series (Applied Biosystems) do Departamento de Recursos Microbianos 
(DRM), no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 
(CPQBA). 
 
2.5. ANÁLISE FILOGENÉTICA DAS SEQUÊNCIAS DO GENE RNA RIBOSSOMAL 
16S 
 
Os cromatogramas das bactérias endofíticas identificadas gerados pelo 
sequenciamento dos isolados foram processados com o programa BioEdit (Hall, 
1999). As sequências obtidas foram comparadas com outras sequências previamente 
depositadas no Ribosomal Database Project (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/), através 
do SeqMatch (Cardenas et al., 2009), no NCBI (National Center for Biotechnology 
Information – http://ncbi.nlm.nih.gov), através do Blastn (Altschul et al., 1990) e com o 
banco de dados EZBiocloud 16S Database usando o serviço Identify (Yoon et al., 
2017). Pela comparação das sequências, os isolados foram identificados em nível de 
espécie quando os valores de similaridade encontrados variaram entre 98% e 100% 
e menores que 98% em nível gênero. 
A construção e visualização da árvore filogenética foi realizada com o auxílio do 
programa Mega 7 (Kumar et al., 2008). O alinhamento das sequências foi realizado 
pelo programa ClustalW 1.8 (www.ebi.ac.uk:index.html) (Thompson et al., 1994). A 
análise de filogenia foi realizada com o algoritmo Neighbour Joining (Saitou e Nei, 




foi utilizada uma reamostragem para 1.000 replicações, originando os valores de 
bootstrap (Swofford et al., 1996). 
 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS 
ASSOCIADAS ÀS PLANTAS DE MARACUJÁ 
 
A escolha das folhas das plantas para o isolamento está relacionada com o fato 
de este tecido vegetal ser o mais utilizado na busca de novos compostos bioativos 
produzidos por endofíticos presentes em diversas plantas (Fenner, 2006), além de, 
comprovadamente, possuir fins terapêuticos (Soares et al., 2007). Apesar de todas as 
folhas passarem pelo processo de desinfestação superficial, em sua grande maioria 
houve o surgimento de fungos a partir do isolamento com fragmentos, mesmo com o 
uso de fungicidas nos meios de cultura utilizados. Isso se deve ao fato de que, mesmo 
com toda seletividade na hora da escolha das plantas para que não apresentassem 
ferimentos ou sinais de patógenos, grande parte destas possuíam pequenas manchas 
ou furos em suas folhas, sugerindo ataque de insetos ou presença de patógeno já 
instalada. Os campos onde foram feitas as coletas não passam por nenhum 
tratamento (fungicida ou inseticida), já que a prioridade da empresa responsável pela 
área é obter extratos das folhas para produção de fármacos, sendo assim, a presença 
de produtos químicos poderia influenciar na qualidade e produto final desejado. 
Diante disso, na primeira coleta realizada, muitas placas foram perdidas pela 
grande quantidade de fungos existentes na superfície foliar que tomaram conta da 
placa, inibindo e prejudicando o crescimento das bactérias endofíticas desejadas. Por 
isso, na segunda coleta foi priorizado o isolamento a partir do extrato triturado em 
tampão e semeadura por diluição. 
No total foram isoladas 141 bactérias referentes à coleta realizada em abril e 58 
isolados em janeiro. Neste trabalho, foram identificadas as 141 bactérias isoladas na 
primeira coleta (fase reprodutiva) com base análise do gene RNA ribossomal 16S. Os 
isolados da segunda coleta (fase vegetativa) foram identificados no trabalho de 
dissertação de mestrado do Ms. Luis Gabriel Cueva Yesquén que visou a 




bactérias endofíticas (Yésquen, 2018). Não foram observadas colônias nas placas 
utilizadas como controle de assepsia, evidenciando assim a efetividade do processo 
de desinfestação, resultando somente nas bactérias de natureza endofítica. Foram 
observadas o desenvolvimento de colônias bacterianas emergindo a partir de 72 horas 
até o 25o dia de incubação. À medida que as colônias surgiram, foram isoladas e 
purificadas baseadas na morfologia das bactérias, tentando abranger os diferentes 
aspectos e formas presentes nos isolados. 
A partir da análise das sequências do gene ribossomal 16S, as árvores 
filogenéticas foram construídas separando-as em filos e classe (Figura 5, Figura 6, 
Figura 7), e em gêneros (Figura 8, Figura 9, Figura 10), para os casos em que haviam 






Figura 5. Relações filogenéticas entre espécies do filo Firmicutes baseadas em sequências 
parciais de nucleotídeos (871 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A árvore foi construída usando o 
método Neighbor-joining. As porcentagens nos nós representam níveis de suporte de bootstrap com 
base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados; apenas porcentagens de bootstrap > 50% foram 
mostradas. A barra indica 0,1 substituições de nucleotídeos por posição. Os números de acesso do 








Figura 6. Relações filogenéticas entre espécies dos filos Actinobacteria e Bacteroidetes 
baseadas em sequências parciais de nucleotídeos (820 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A 
árvore foi construída usando o método Neighbor-joining. As porcentagens nos nós representam níveis 
de suporte de bootstrap com base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados; apenas porcentagens 
de bootstrap > 50% são mostradas. A barra indica 0,05 substituições de nucleotídeos por posição. Os 







Figura 7. Relações filogenéticas entre espécies da classe Proteobactéria baseadas em sequências parciais 
de nucleotídeos (859 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A árvore foi construída usando o método Neighbor-
joining. As porcentagens nos nós representam níveis de suporte de bootstrap com base em 1.000 conjuntos de 
dados reamostrados; apenas porcentagens de bootstrap > 50% são mostradas. A barra indica 0,02 substituições 







Figura 8. Relações filogenéticas entre espécies do gênero Curtobacterium baseadas em 
seqüências parciais de nucleotídeos (828 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A árvore foi 
construída usando o método Neighbor-joining. As porcentagens nos nós representam níveis de suporte 
de bootstrap com base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados; apenas porcentagens de bootstrap 
> 50% são mostradas. A barra indica 0,05 substituições de nucleotídeos por posição. Os números de 








Figura 9. Relações filogenéticas entre espécies do gênero Sphingomonas baseadas em sequências 
parciais de nucleotídeos (868 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A árvore foi construída usando o método 
Neighbor-joining. As porcentagens nos nós representam níveis de suporte de bootstrap com base em 1.000 
conjuntos de dados reamostrados; apenas porcentagens de bootstrap > 50% são mostradas. A barra indica 0,005 







Figura 10. Relações filogenéticas entre espécies do gênero Methylobacterium baseadas em 
seqüências parciais de nucleotídeos (859 pb) do gene RNA ribossomal 16S. A árvore foi 
construída usando o método Neighbor-joining. As porcentagens nos nós representam níveis de 
bootstrap com base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados; apenas porcentagens de bootstrap > 
50% são mostradas. A barra indica 0,01 substituições de nucleotídeos por posição. Os números de 







Dentre os isolados, foram identificados 23 gêneros, sendo a maioria pertencente 
ao filo Proteobacteria (69%), seguido pelo filo Actinobacteria (25%), Firmicutes (5%) 
e Bacteroidetes (1%) (Figura 11A). Ainda, os isolados foram distribuídos entre 17 
famílias, dentre as quais as mais predominantes foram Sphingomonadaceae (33%), 




Figura 11. Distribuição dos isolados endofíticos de folhas de P. incarnata em nível taxonômico de filo 












































Dentre os 23 gêneros identificados (Figura 12), três foram os mais abundantes, 
representando 61,9% do total de isolados: Sphingomonas (32,4%), Curtobacterium 
(15,8%) e Methylobacterium (13,8%). 
 
 
Figura 12. Distribuição dos isolados endofíticos de folha de P. incarnata em nível taxonômico de 
gênero. 
 
A partir dos três gêneros predominantes identificados, foi observada uma grande 
diversidade de espécies dentro de cada um deles. O gênero Sphingomonas 
apresentou o maior número de isolados, que foram separados em 11 espécies 
diferentes (Figura 13). 
Dentro do gênero Curtobacterium, foi observado um número menor de espécies 
em relação ao número de isolados (Figura 14) quando comparado ao gênero 
Methylobacterium, que mostrou uma tendência oposta, tendo um número de isolados 
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Figura 15. Distribuição dos isolados ao nível taxonômico de espécies pertencentes ao gênero 
Methylobacterium. 
 
A maioria dos isolados pertence a gêneros comumente encontrados em 
associações com plantas ou a gêneros presentes no solo. Destacam-se em maior 
número de isolados, bactérias pertencentes aos gêneros Sphingomonas, 
Methylobacterium e Curtobacterium. 
Espécies do gênero Sphingomonas estão entre os gêneros mais presentes na 
microbiota de diversas plantas, principalmente na filosfera, tendo 89 espécies 
diferentes descritas. Foi descrita pela primeira vez em 1990 (Yabuuchi et al., 1990) e 
retificada por Takeuchi e colaboradores (2001), que dividiu o original Sphingomonas 
em quatro gêneros separados, nomeados Sphingomonas, Sphingobium, 
Novosphingobium e Sphingopyxis. Bactérias do gênero Sphingomonas são aeróbicas, 
Gram-negativas, variando de coloração amarela a laranja, não formadoras de 
esporos, e se caracterizam por produzirem esfingolipídios, que as diferenciam de 
outros gêneros próximos (Yabuuchi et al., 1990). A primeira detecção da presença do 
gênero Sphingomonas em partes aéreas de plantas foi reportado em 1994 por 
Kawahara e colaboradores, que isolaram estirpes de Sphingomonas de plantas da 
família Gramineae (Kawahara et al., 1994). Diversos estudos têm mostrado a vasta 
distribuição desses micro-organismos em diferentes ambientes como o ar, solos 
contaminados por hidrocarbonetos, gelo Antártico, água e equipamentos de hospitais, 
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plantas (Busse et al., 2003). Foram isoladas espécies de Sphingomonas como 
endofíticos em diferentes culturas de interesse agrícola como arroz (Wang et al., 
2016), feijão (López-López et al., 2010), soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2005), alfalfa 
(Medicago sativa L.) (Pini et al., 2012), mamão (Carica papaya L.) (Thomas et al., 
2007), bem como em plantas de interesse medicinal como Ferula songorica (Liu et al., 
2016), Salvia miltiorrhiza (Chen et al., 2018), Dendrobium officinale (Yang et al., 2014), 
Morinda citrifolia (Liu et al., 2015). Esse gênero tem despertado grande interesse na 
área de microbiologia ambiental, pois vários organismos que degradam xenobióticos 
pertencem a esse grupo. Cepas de Sphingomonas foram descritas por degradarem 
compostos como PCPs (Ederer et al., 1997; Yang et al., 2006), PAHs (Guo et al., 
2010; Zhou et al., 2016), herbicidas (Adkins, 1999; Bending et al., 2003), e grande 
variedade de hidrocarbonetos aromáticos (Story et al., 2004; Kertesz e Kawasaki, 
2010). Além disso, outros estudos mostram a participação de endofíticos de diferentes 
espécies de Sphingomonas como fixadoras de nitrogênio em diferentes plantas como 
arroz (Videira et al., 2009; Prayitno e Rolfe, 2010), milho (Knoth et al., 2013) e 
gramíneas (Bahulikar et al., 2014), além de potencial promotoras de crescimento em 
diferentes culturas (Halo et al., 2015; Latif Khan et al., 2016; Khan et al., 2017; Asaf et 
al., 2018). 
Outros isolados obtidos em grande número foram de espécies do gênero 
Methylobacterium, presente em diversos ambientes como solo, água, sedimentos e 
diferentes plantas hospedeiras tanto como endofítico e epifítico. Esse grupo é 
composto por bactérias de pigmentação rosa, Gram-negativas, aeróbias estritas, 
metilotróficas facultativas (PPFMs - pink-pigmented facultative methylotrophs), que 
são capazes de sintetizar carotenóides e crescer em compostos orgânicos que 
contém apenas um átomo de carbono (C1) (Dourado et al., 2015). O gênero 
Methylobacterium, juntamente com bactérias do gênero Sphingomonas e 
Pseudomonas, está entre os epífitos foliares mais comumente registrados (Delmotte 
et al., 2009) e representa um membro abundante e estável da comunidade de filosfera 
de uma ampla gama de plantas cultivadas (Wellner et al., 2011). Estas bactérias são 
fitossimbiontes que consomem resíduos como o metanol produzido pelas plantas 
(Abanda-Nkpwatt et al., 2006; Gourion et al., 2006) e sintetizam uma grande variedade 
de metabólitos vantajosos para as plantas incluindo fitormônios (Lidstrom e 
Chistoserdova, 2002; Klikno e Kutschera, 2017), que promovem o crescimento da 




plântulas (Madhaiyan et al., 2004; Madhaiyan et al., 2005). Methylobacterium spp. 
possui grande plasticidade fenotípica, sendo encontrada frequentemente como 
endofítico em diferentes espécies, formando biofilmes, produzindo sinalização de 
quorum-sensing, resistência à metais pesados e diversos tipos de estresse (Ardanov 
et al., 2012). Madhaiyan e colaboradores (2004) inocularam sementes de cana de 
açúcar in vitro com cepas de Methylobacterium spp. e notaram ganhos consideráveis 
na germinação, área foliar, peso e número de internós, quando comparado às 
sementes sem inoculação; em trigo, ganho de performance e vigor de germinação foi 
observado em plantas inoculadas com estirpes de Methylobacterium spp. pela 
produção de fitormônios como citocininas (Meena et al., 2012); experimentos in vivo 
demonstraram que o efeito de PPFM é análogo ao efeito de uma solução de citocinina 
(Trotsenko et al., 2001; Koenig et al., 2002); ainda, estudos mostram que mesmo que 
Methylobacterium spp. não sejam bactérias fitopatogênicas e não estejam associadas 
à degradação da biomassa de plantas (saprófitas), elas são capazes de sintetizar 
pectinases e celulases, sugerindo que elas podem induzir resistência sistêmica 
durante a colonização da planta (Madhaiyan et al., 2006). 
Bactérias do gênero Curtobacterium foram descritas pela primeira vez por 
Yamada e Komagata (1972) a partir da reclassificação das espécies fitopatogênicas 
do gênero Corynebacterium, e incluem onze espécies reconhecidas 
(http://www.bacterio.net/curtobacterium.html) dentro do filo Actinobacteria. Apesar de 
grande número de bactérias desse gênero serem classificadas como fitopatogênicas, 
também vêm sendo isoladas como endófitos de muitas culturas, incluindo o arroz 
(Elbeltagy et al., 2000; Hardoim et al., 2012), batata (Sturz et al., 1999; Berg et al., 
2005), trigo (Conn e Franco, 2004), citrus (Araújo et al., 2001; Araújo et al., 2002; 
Azevedo et al., 2016), café (Vega et al., 2005) soja e milho (Zinniel et al., 2002). Além 
disso, vários estudos indicam que essas bactérias podem estar associadas ao 
controle de doenças em diversas plantas como vinca (Catharanthus roseus) (Lacava 
et al., 2007), citrus (Araújo et al., 2002), batata (Sturz e Matheson, 1996) e fumo (Park 
e Kloepper, 2000); ainda, podem levar ao desencadeamento de resistência sistêmica 
induzida (Raupach e Kloepper, 1998), atuar como promotoras de crescimento (Bulgari 
et al., 2014) e interagir com bactérias fitopatogênicas, como demonstrado por  Lacava 
e colaboradores (2004) que sugeriram, com base em experimentos in vitro de 





Bactérias pertencentes aos gêneros Acinetobacter, Bacilllus, Pseudomonas, 
Xanthomonas, Microbacterium, Pantoea, Paenibacillus, Streptomyces, Enterobacter, 
Klebsiella, Brevundimonas, Bradyrhizobium, Arthrobacter, Micrococcus já têm sido 
extensivamente isoladas de tecidos foliares de inúmeras plantas e descritas como 
endofíticas (Janso e Carter, 2010; Costa et al., 2012; Pisarska e Pietr, 2012; Ji et al., 
2014; Martínez-Rodríguez et al., 2014; Akinsanya et al., 2015; Bogas et al., 2015; Xia 
et al., 2015; Chowdhury et al., 2017). Isolados pertencentes aos gêneros Leifsonia e 
Mycobacterium ainda são escassos em publicações relatando-os como endofíticos 
(Quambusch et al., 2014; Hardoim et al., 2015; Passari et al., 2015). 
Em contraste com pesquisas sobre bactérias endofíticas de raízes, as bactérias 
endofíticas foliares foram bem menos estudadas. Estes micro-organismos são um 
subgrupo de bactérias da filosfera, juntamente com bactérias na superfície das folhas 
denominadas “bactérias epifíticas” (Lindow e Brandl, 2003; Vorholt, 2012). Endófitos 
bacterianos foliares vivem no interior das folhas e podem manter uma relação 
simbiótica endofítica com as plantas hospedeiras. A distinção sugere que as bactérias 
endofíticas foliares estão mais envolvidas na biologia das plantas do que as bactérias 
epífitas foliares e, portanto, suas composições e distribuições são mais prováveis de 
serem determinada pela natureza das plantas hospedeiras. Determinantes da 
composição do microbioma em baixas classificações taxonômicas, isto é, em nível de 
gênero e espécie estão associados ao compartimento no hospedeiro, fatores 
ambientais e genótipo do hospedeiro (Bulgarelli et al., 2012; Lebeis et al., 2015). 
Intimamente associadas ao microbioma da filosfera, as comunidades bacterianas 
endofíticas foliares também apresentam grande diversidade. Ao estudar plantas 
modelo, Bodenhausen e colaboradores (2013) descobriram que as comunidades 
bacterianas endofíticas de folhas e raízes têm diversidade, riqueza e uniformidade 
semelhantes, mas suas composições são significativamente diferentes.  
A fim de se analisar a riqueza de espécies isoladas em cada meio de cultura, foi 
calculado o índice de Margalef (DMG). É um índice simples de diversidade que calcula 
a probabilidade de os indivíduos amostrados em uma área pertencerem a espécies 
diferentes, com I = [(n-1)] /ln N, onde I é a diversidade, n o número de espécies 






Figura 16. Distribuição de espécies por meio de cultivo. Índice de Margalef. 
 
Nota-se que todos os meios de cultivo utilizados no trabalho permitiram o 
isolamento de bactérias endofíticas. Dentre os seis meios de cultura utilizados para o 
isolamento das bactérias endofíticas, o meio Glicerol-Asparagina permitiu a 
recuperação de maior riqueza específica, possibilitando o isolamento de 43 bactérias 
distribuídas em 30 espécies. Esse meio contém glicerol como fonte de carbono, 
asparagina como fonte de aminoácido e variados microelementos, oferecendo assim 
uma diversificação de nutrientes que possibilitou a recuperação de uma ampla 
variedade de micro-organismos. Já o meio mínimo M9, foi o que apresentou a menor 
riqueza específica, no qual foram isoladas 14 bactérias distribuídas em sete espécies. 
Trabalhos anteriores sugerem que a escolha do meio de cultura exerce um grande 
impacto tanto na contagem total quanto na abundância relativa de vários grupos 
taxonômicos de micro-organismos (Buyer, 1995; Lilley et al., 1996). Sørheim e 
colaboradores (1989) encontraram que populações de bactérias isoladas de solo em 
três diferentes meios de cultura foram significativamente diferentes entre elas; no 
trabalho de Eevers e colaboradores (2015a), utilizando seis diferentes meios de cultivo 
(TSA, 1/10 869, Amido de caseína, 284+ C, M9 e M3), resultou em diferentes 
populações e abundância de bactérias endofíticas entre os meios, nos quais o meio 





colaboradores (2000) obtiveram resultados similares na obtenção da diversidade 
genética de cepas de Burkholderia cepacia recuperadas da rizosfera de milho isoladas 
em dois meios de cultivo seletivos, TB-T (Hagedorn et al., 1987) e PCAT (Burbage e 
Sasser, 1982), e baseado nos padrões de restrição do gene RNA ribossomal 16S, 
amplificados por meio de PCR (ARDRA), notou-se que todas as cepas isoladas no 
meio TB-T pertenciam a espécie B. cepacia, entretanto, apenas 74% dos isolados 
obtidos no meio PCAT pertenciam a essa espécie. 
O cultivo de micro-organismos é um método simples e barato que tem sido usado 
para estudar endófitos bacterianos por muitos anos (Hallmann et al., 1997). Apesar 
das desvantagens da cultura, como a super-representação dos endófitos bacterianos 
de crescimento mais rápido e a exclusão de bactérias não viáveis, ela ainda é usada 
para estudos populacionais de endófitos bacterianos (Andreote et al., 2009). Estudos 
agora tendem a imitar o ambiente do qual as bactérias estão sendo isoladas, a fim de 
aumentar a chance de cultivar os endófitos. Estes incluem as temperaturas de 
incubação e composição atmosférica, bem como os nutrientes dentro do meio 
(Andreote et al., 2009). 
Entender a diversidade genética de espécies bacterianas na natureza está 
moldada pela necessidade de isolar culturas puras de micro-organismos. Uma vez 
que as bactérias cultiváveis são necessárias para estudos genéticos, funcionais e 
taxonômicos, e estas representam apenas 1% das bactérias presentes nas 
comunidades microbianas, é provável que apenas uma pequena porção dessa 
diversidade tenha sido documentada (Amann et al., 1995). Esta discrepância entre o 
número total de bactérias de uma amostra ambiental e a contagem viável em placas 
tem sido denominada “The Great Plate Count Anomaly” (Staley e Konopka, 1985), ou, 
“A grande anomalia da contagem em placas”. Dentro deste contexto, ao cultivar 
bactérias, a composição e a diversidade da comunidade cultivada são limitadas por 
diversos fatores, como tempo de incubação, concentração e composição de nutrientes 
dos meios de cultura, nível de oxigênio, temperatura, pH e condições osmóticas, bem 
como falta de fatores de crescimento, possivelmente produzidos por outros 
organismos da comunidade (Stevenson et al., 2004; Vartoukian et al., 2010). Mesmo 
dentro da fração cultivável de bactérias, a obtenção de micro-organismos que são 
representativos da diversidade existente na natureza pode ser difícil, como resultado 
do viés inerente devido aos meios de cultura. Devido à falta de conhecimento sobre a 




foram criados para o isolamento de endófitos bacterianos. Os metabólitos de plantas 
que são comumente adicionados ao meio ao tentar isolar endófitos bacterianos 
incluem vários aminoácidos, ácidos orgânicos, açúcares, proteínas e compostos 
inorgânicos (Bacon e Hinton, 2007). Por exemplo, meios de cultura ricos em nutrientes 
(isto é, meios complexos) favorecem o crescimento de bactérias de crescimento 
rápido sobre bactérias de crescimento mais lento, e a diluição de nutrientes em meios 
de cultura tem sido usado para cultivar bactérias previamente incultiváveis (Vartoukian 
et al., 2010). Meios seletivos também podem ser usados para estudar um subconjunto 
de endófitos bacterianos que podem estar presentes dentro da planta. O vermelho 
Congo (difenidiazo-bis-α-naftilaminossulfonato) é um corante vermelho que é 
comumente usado em meios seletivos ou caldo quando se testa a presença de 
Rhizobium spp. Rhizobium spp. e Bradyrhizobium spp. são comumente conhecidas 
como bactérias formadoras de nódulos radiculares (Willems e Collins, 1993; 
Verstraete et al., 2011). Estas bactérias são incapazes de usar o corante vermelho e 
sob as condições corretas de crescimento formarão colônias brancas no ágar 
vermelho do Congo (Kneen e LaRue, 1983). 
Ainda que apresente sérias limitações, principalmente ao subestimar o número 
de micro-organismos e a composição nas amostras, as técnicas dependentes de 
cultivo estão longe de redundantes. É importante ressaltar que as bactérias cultiváveis 
fornecem um bom sistema para avaliar inúmeros processos ecológicos (Jessup et al., 
2005). Por exemplo, sistemas bacterianos têm sido usados para avaliar a 
generalidade de alguns fatores-chave conhecidos por influenciar e determinar padrões 
de diversidade em plantas e animais, como tipo de habitat, heterogeneidade de 
habitat, perturbação e produtividade primária (Horner-Devine et al., 2004). O cultivo 
de bactérias pode desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento de 
probióticos para mitigar a infecção por patógenos em uma variedade de espécies 
(Walke e Belden, 2016). É somente através do isolamento de espécies bacterianas 
individuais em cultura pura que uma caracterização abrangente de propriedades 
fisiológicas e uma avaliação completa do potencial de virulência pode ser realizada.  
Portanto, tem havido um foco significativo nos últimos anos em desenvolver métodos 
para a cultura in vitro das espécies até então não cultivadas. 
Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que relata o isolamento e 
identificação de bactérias endofíticas em folhas de P. incarnata. Aqui tomamos uma 




coleção de endofíticos que possa ser explorada por suas propriedades potencialmente 
benéficas em relação às plantas de maracujá. Embora a limitação da abordagem 
dependente de cultura na composição do microbioma seja bem conhecida, percebeu-
se que um bom número de endófitos bacterianos pode ser isolado e cultivado para 
caracterização. Portanto, é provável que esses dados forneçam insights sobre a 
composição e a diversidade do endobioma em plantas de P. incarnata. No entanto, 
deve-se notar que essa coleção de bactérias endofíticas pode não ser um reflexo 
completo do que as plantas têm dentro delas. Um completo entendimento das 
características metabólicas, patogênicas e funcionais da diversidade microbiana será 
reforçada pelo uso das “ômicas”, tais como a metagenômica shotgun, transcriptômica, 
metabolômica, o cultivo e isolamento das espécies bacterianas (Zengler et al., 2002) 
e relacionando abordagens independentes da cultura e dependentes da cultura 
(Rebollar et al., 2016). A união dessas duas abordagens foi utilizada para avaliar mais 
profundamente a diversidade bacteriana presente nas folhas de P. incarnata, que deu 
origem ao artigo “Comparison of specific endophytic bacterial communities in different 
developmental stages of Passiflora incarnata using culture-dependent and culture-







• Foi possível isolar 141 endófitos bacterianos de tecidos foliares de Passiflora 
incarnata no estágio reprodutivo, mostrando que as técnicas e meios de cultivo 
utilizados foram eficientes para a obtenção desses micro-organismos. 
• Recuperou-se uma comunidade endofítica cultivável de P. incarnata bastante 
diversificada, compreendendo quatro filos, 17 famílias e 23 gêneros. 
• Os gêneros Sphingomonas, Methylobacterium e Curtobacterium foram o que 
apresentaram maior número de isolados, agrupando 24 espécies diferentes. 
• Algumas espécies foram reportadas pela primeira vez como endofíticos: 
Acinetobacter radiotolerans, Bacillus siralis, Methylobacterium rhodesianum, 
Paracoccus aerius, Pseudomonas coleopterorum, Sphingomonas molluscorum, 









Capítulo II. Comparison of specific endophytic bacterial 
communities in different developmental stages of Passiflora 
incarnata using culture-dependent and culture-independent 
analysis1. 
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Plants and endophytic microorganisms have co-evolved unique relationships over 
many generations. Plants show a specific physiological status in each developmental 
stage, which may determine the occurrence and dominance of specific endophytic 
populations with a pre-determined ecological role. This study aimed to compare and 
determine the structure and composition of cultivable and uncultivable bacterial 
endophytic communities in vegetative and reproductive stages of Passiflora incarnata. 
To that end, the endophytic communities were assessed by plating and Illumina-based 
16S rRNA gene amplicon sequencing. 204 cultivable bacterial strains were 
successfully isolated. From the plant’s reproductive stage, the isolated strains were 
identified mainly as belonging to the genera Sphingomonas, Curtobacterium, and 
Methylobacterium, whereas Bacillus was the dominant genus isolated from the 
vegetative stage. From a total of 133,399 sequences obtained from Illumina-based 




416 OTUs were obtained from the vegetative stage and 66 from the reproductive stage. 
In the vegetative stage, the most abundant families were Pseudoalteromonadaceae 
and Alyciclobacillaceae, while in the reproductive stage, Enterobacteriaceae and 
Bacillaceae were the most abundant families. The exclusive abundance of specific 
bacterial populations for each developmental stage suggests that plants may modulate 
bacterial endophytic community structure in response to different physiological 
statuses occurring at the different plant developmental stages. 
 
Keywords: 16S rRNA gene sequencing; diversity; endophytic microbiome; microbial 




Microbial endophytes are part of the plant micro-ecosystem, where they live 
internally without causing any damage or apparent symptom of a disease. These 
endophytes are ubiquitously associated with almost all plants (Nair & Padmavathy, 
2014; Sharma et al., 2018). Endophytic bacteria colonize plant’s intracellular or 
intercellular spaces and may originate from the phyllosphere, rhizosphere, or even 
seeds, existing in both free-living or endophytic states (Farrar et al. 2014). For the 
establishment of this plant-microbe interaction, plants constituted a complex 
ecosystem where they can provide necessary nutrients for microbial colonization. In 
return, endophytes perform diverse beneficial functions for the host-plant. They may 
directly affect the plant’s development by making essential nutrients more available 
and modulating levels of phytohormones (Ryan et al. 2008; Tsavkelova et al. 2006), 
or, as an indirect effect, through the synthesis of biomolecules, they may provide 




Thus, the plant may select its internal microbial population towards a specific 
ecological role to be played in this ecosystem (da Silva et al. 2016; Hardoim et al. 
2015). The plant-related factors known to determine the structure and composition of 
endophytic communities are the plant genotype, developmental stage, and crop 
environmental conditions (İnceoğlu et al. 2010; Ren et al. 2015; Van Overbeek & Van 
Elsas 2008; Yu et al. 2015). Considering phenological aspects of plants, endophytic 
communities may also respond to seasonal conditions, as their hosts go through 
different developmental stages with each season.  
Several methods have been progressively developed for analyzing the structure and 
composition of the host-associated microbial communities. Culture-dependent 
methods are suitable for functional studies of native species but are limited as it is 
estimated to recover less than 1% of the total bacterial diversity. It is known that 
conventional microbiological techniques select for specific groups able to grow under 
pre-established isolation conditions (Stewart 2012; Vartoukian et al. 2010). In contrast, 
culture-independent methods may detect the occurrence of uncultivable, slow-
growing, or less abundant bacteria. These methods, generally based on 16S rRNA 
gene sequencing (Tringe & Hugenholtz 2008), can be high throughput to assess the 
composition of bacterial communities in soil, water, air, or any environmental sample 
(An et al. 2015; Doherty et al. 2017; Janssen 2006; Shokralla et al. 2012).  
Passionflower is a tropical plant of the family Passifloraceae, mainly distributed 
throughout North and South America (Dhawan et al. 2004). In Brazil the species grows 
into the vegetative stage from December to January, and the reproductive stage 
(flowering and fruiting) from April to November (Fuentes et al. 2000). It grows 
preferentially in well-drained soil, forming a climbing stem, three-lobed leaves, ovoid 




symbol for the “Passion of the Christ” (Miroddi et al. 2013; Patel et al. 2009), hence its 
name. P. incarnata has been widely used in traditional herbal medicine for treating 
anxiety, nervousness, constipation, dyspepsia, and insomnia. Nowadays, it is officially 
included in the national pharmacopeias from France, Germany, and Switzerland, also 
being monographed in the British Herbal Pharmacopoeia and the British Herbal 
Compendium (Dhawan et al. 2004). Although its therapeutic aspects have been widely 
reported, only one study on P. incarnata fungal endophytes was performed 
(Seetharaman et al. 2017). The present study is the first one to evaluate the bacterial 
endophytic diversity associated with this medicinal plant.  
The analysis of the structure of plant-associated bacterial communities in their 
different stages of development may establish a correlation between the occurrence of 
specific bacterial populations and physiological changes throughout the plant’s 
development. These plant-related conditions may play a critical role in the modulation 
of the endophytic communities. This study aimed at determining and comparing the 
structure and composition of cultivable and uncultivable bacterial endophytic 
communities to be found in the vegetative and reproductive stages of P. incarnata. 
 
Material and methods 
Sample collection and surface sterilization 
 
Passiflora incarnata L. cv. CF 01 leaves were collected in April 2015 and 
January 2016 from the Centroflora Group agricultural fields located at Botucatu, state 
of São Paulo, Brazil (22º56’23.4’’S 48º34’11.6’’W). This area is mountainous, with 
altitudes ranging between 700 and 900m, displaying a humid subtropical climate with 
a mean temperature of 22°C in January and 22.6°C in April. Regarding its phenology, 




develops into its reproductive stage (RS). Thirty healthy plants were randomly sampled 
in April 2015 for the reproductive stage, and these plants were flagged for the next 
sampling. In January 2016, sampling from the previously flagged plants was carried 
out, but these were in the vegetative stage. Sterilized gloves and scalpels were used 
to collect the whole leaves; the blades were changed between each collection. The 
samples were placed in sterilized polythene bags, transported to the laboratory on ice, 
and stored at 4°C until they were ready to be processed up to 72 hours afterward. The 
leaves were detached with a sterilized scalpel, washed with purified distilled water, and 
left 10-15 minutes to drain. Surface sterilization was performed on whole leaves 
according to Azevedo and co-workers (2000), with modifications. Leaf tissues were 
treated with 100% ethanol for 3 min, followed by 2% sodium hypochlorite for 2 min, 
and 70% ethanol for 3 min. The disinfected leaves were washed three times with 
sterilized distilled water, and the last washing was inoculated on nutrient agar plates 
to validate the effectiveness of the surface sterilization procedure. Control agar plates 
incubated at 28 ± 2ºC were inspected for 48 hours to check the occurrence of any 
bacterial growth. 
Culture-dependent diversity 
Isolation of endophytic bacteria 
 
Surface-sterilized leaves (5 per plant) were ground with sterile mortars and 
pestles in 5 ml phosphate buffer saline (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10 mM Na2HPO4 
and 1.8 mM KH2PO4, distilled water 1,000 ml, pH 7.4) to provide a mixed sample for 
the isolation of bacterial strains. From the resulting suspension, a series of 10-fold 
dilutions down to 10-4 were prepared. Aliquots (100 µL) of each dilution were spread in 
triplicates on M9 minimal medium, Gause’s synthetic agar (Zhao et al. 2012), Chitin 




Shatoury et al., 2013), Humic acid-vitamin (HV) agar (Hayakawa & Nonomura, 1987), 
Glycerol–asparagine agar (Pridham & Lyons, 1961) and 869 medium (Eevers et al. 
2015). All media were supplemented with benomyl (50 µg/ml) and cycloheximide (50 
µg/ml). Plates were incubated at 28 ± 2 ºC for up to 30 days. Endophytic bacterial 
strains, isolated from surface-sterilized leaves, were selected based on colony 
morphologies, purified, and preserved at -80 °C. Margalef index (DMG) was calculated 
to determine the species richness of bacterial populations isolated on each culture 
medium. 
 
DNA extraction and 16S rRNA gene sequencing 
 
The genomic DNA of the endophytic bacterial strains was extracted using the 
methods described by Van Soolingen et al. (1993), with modifications. The 16S rRNA 
gene was amplified using universal bacterial 16S ribosomal gene primers 10F (5'-
AGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and 1525R (5'-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (Lane 
1991) targeting the V1-V9 region. The 25 µL PCR reaction mixture contained 10 ng of 
DNA, 0.5 µL of dNTP mix (10mM, Applied Biosystems), 2.5 µL of 10X PCR Buffer with 
15mM MgCl2 (Applied Biosystems), 0.5 µM of each primer, 1 unit of Taq DNA 
polymerase (Applied Biosystems). The PCR conditions consisted of initial denaturation 
at 95ºC for 2 min, followed by 35 cycles of 94ºC for 1 min, 60ºC for 1 min, 72ºC for 3 
min, and a final extension at 72ºC for 5 min. Agarose gel electrophoresis separated 
the PCR products, purified using GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE 
Healthcare Life Sciences, Germany), and sequenced on an ABI3500XL Series 
(Applied Biosystems) sequencer. The primers above mentioned were used to 
assembly the 16S rRNA gene sequence, and the 1100R (5’-
AGGGTTGGGGTGGTTG–3’) was used as an internal sequencing primer. For 
taxonomic assignment of bacterial strains, the 16S rRNA gene sequences were 
compared with the EZBiocloud 16S Database using the ‘Identify’ service (Yoon et al. 






DNA extraction and Illumina-based sequencing 
 
The leaf samples obtained from the same plants used for the isolation of 
cultivable bacterial communities were sterilized using the same conditions described 
previously. Sterilization was confirmed by running a PCR with the same primers 
previously used on the last washing, and if no DNA was detected after the 
amplification, the sterilization was considered successful. The sterilized leaf tissues 
were homogenized in sterile mortars and pestles with PBS solution. The total genomic 
DNA was extracted using a PowerMax Soil DNA Extraction kit (Mo Bio Laboratories, 
Carlsbad, CA), following the manufacturer’s instructions. DNA from the thirty replicates 
collected in the vegetative stage and from the thirty replicates collected in the 
reproductive stage were pooled to create a single DNA sample for the vegetative stage 
and a single DNA sample for the reproductive stage. These two DNA samples were 
used as templates for the culture-independent approach. The 16S rRNA gene V3-V4 
hypervariable region was amplified with primers 799F (5’-
AACMGGATTAGATACCCKG-3’) and 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGA CTT-3’) 
(Chelius &Triplett 2001) with a barcode on the forward primer. The PCR reaction was 
performed in 30 cycles (5 cycles used on PCR products) using the HotStarTaq Plus 
Master Mix Kit (Qiagen, USA) under the following conditions: 94°C for 3 min, followed 
by 28 cycles of 94°C for 30 seconds, 53°C for 40 seconds and 72°C for 1 min, and a 
final elongation step at 72°C for 5 min. Amplification products were checked in 2% 
agarose gel to determine the success of amplification and the relative intensity of 
bands. Amplicon sequencing was performed on the Illumina MiSeq platforms at Mr. 
DNA Molecular Research (Texas, USA). 
 





Raw sequence data were checked with sequence quality filters in FastQC 
software (Andrews 2012). Sequences of lengths < 150 bp were removed, and the 
adapter, barcodes, and primers were trimmed using Trimmomatic software (version 
0.36) (Bolger et al. 2014). The sequencing data were processed using Quantitative 
Insights into Microbial Ecology (QIIME) software version 1.9.1 (Caporaso et al. 2010). 
All sequences that passed quality controls were clustered in operational taxonomic 
units (OTUs) at 97% genetic identity using an open reference approach (UCLUST 
algorithm) (Edgar 2010). A representative sequence for each OTU was classified using 
Ribosomal Database Project classifier (Wang et al., 2007) and PyNast aligner 
(Caporaso et al. 2009) against the SILVA database (128 release) for taxonomy 
assignment (Quast et al., 2012). The chimeras were checked and filtered out by 
UCHIME (Edgar et al., 2011). OTUs assigned to chloroplasts or of mitochondrial origin 
were excluded. Only OTUs of bacterial origin were considered for further analysis.  
Rarefaction curve, alpha-diversity indices (Shannon-Wiener Index, Simpson’s 
evenness Index) and richness estimators (Abundance-based Coverage Estimator and 
Chao1) were calculated using the QIIME pipeline. The index estimator Chao was used 
to estimating the richness of the bacteria. The Shannon diversity and Simpson index 
were used to estimate the biodiversity of the bacterial communities. In order to 
calculate the diversity indices, each sample was rarified to an average sequences’ 
depth, due to the variation in number obtained per sample (de Cárcer et al. 2011). In 
this study, the OTU table was rarefied to 404 sequences, corresponding to the sample 
with the lowest number of sequences (reproductive stage). We normalized this table 
of good reads by dividing the reads per OTU in a sample by the sum of good reads in 
that sample, resulting in a table of relative abundances (frequencies). All diversity 
indices and richness estimators were calculated ten times. Unassigned sequences 
were excluded from the determination of contributions of taxonomic groups in each 
bacterial community. The structure of bacterial endophytic communities was visualized 
in Krona graphs, plotted using the Krona web interface software (Ondov et al. 2011). 
 
Statistical analysis  
 
In order to search for biologically meaningful differences in the taxonomic 




stages, the two-way Fisher's exact test with a Storey FDR multiple test correction 
analysis (adjusted q-value < 0.05 and ratio of proportions effect size < 2.00) was carried 
out using the graphical software package Statistical Analysis of Taxonomic and 
Functional Profiles (STAMP) (Parks and Beiko 2010) . The normalized OTUs table 
format was adjusted to generate a heat map with hierarchical cluster based on Bray-
Curtis distance using the clustering function hclust2 at R version 3.4.2. 
 
Results 
Culture-dependent diversity analysis 
 
In total, 204 pure cultures showing different colony morphologies were obtained; 
146 were retrieved from the reproductive stage and 58 from the vegetative stage. No 
colonies emerged from the final washing of the sterilization procedure, an assurance 
that the surface sterilization procedure was effective. All isolates were identified based 
on 16S rRNA gene sequencing and alignment. The sequence data for these isolates 
have been submitted to the GenBank database under accession numbers from 
MG778707 to MG778907. Most of the sequences showed >99% similarity to the 
reference strains of EzBiocloud database; only 10.3% showed a similarity between 97-
99%. The results revealed a high diversity, distributed in 84 different bacterial taxa 
(Table A1). In the reproductive stage (RS), Proteobacteria were the most abundant 
phylum, comprising 68.5% of total isolates. Alphaproteobacteria was represented 
mainly by Sphingomonadaceae (32.9%) and Methylobacteriaceae (13.7%), followed 
by Rhodobacteraceae (4.6%), Bradyrhizobiaceae (1.4%), and one strain of 
Caulobacteraceae. The class Gammaproteobacteria included Moraxellaceae (7.6%), 
Pseudomonadaceae and Enterobacteriaceae (2.8%), and Xanthomonadaceae 
(1.4%). Actinobacteria was the second most abundant phylum (25.9% of total isolates) 
dominated by Microbacteriaceae (21%), Streptomycetaceae (2.8%), Micrococcaceae 




represented by bacteria belonging to the Firmicutes, constituted only 4.9% of the total 
isolates. One isolate of genus Chryseobacterium represented the Bacteroidetes. In the 
vegetative stage (VS), Firmicutes was the dominant phylum (76%), uniquely 
represented by the family Bacillaceae (74%). Proteobacteria was the second most 
present phylum (21%), comprising Pseudomonadaceae (9%), Erwiniaceae (7%), 
followed by Enterobacteriaceae (4%) and Xanthomonadaceae (2%). Actinobacteria 
were represented by the genus Rhodococcus (3%). 
Seven different culture media were used to recover a representative cultivable 
diversity from the composition of the bacterial community associated with P. incarnata. 
All agar media were suitable for the isolation of endophytic bacteria. No bacteria were 
isolated on Chitin and HV media when processing vegetative stage samples. Based 
on Margalef index, the 869 medium recovered the highest species richness (DMG=3.41) 
in the VS. By contrast, no bacteria were isolated on the 869 medium from RS samples, 
and the highest species richness (DMG=7.71) was obtained from the Glycerol-
Asparagine medium (Fig 1). 
 
Culture-independent diversity analysis 
Bacterial diversity, species richness and taxonomic distribution 
 
A total of 133,399 sequences (111,335 from VS and 22,064 from RS) was 
recovered after applying all quality filters. As per QIIME analysis, most sequences from 
both developmental stages (78% in VS and 98% in RS) showed similarity to chloroplast 
or mitochondrial 16S rRNA gene, even using the primers designed to avoid this bias. 
Sequence data have been deposited into the NCBI Sequence Read Archive (SRA) 




After excluding the unassigned sequences, the OTUs table retained 17,526 
sequences clustered in 416 OTUs representing the VS and 404 sequences clustered 
in 66 OTUs representing the RS. The rarefaction curve indicated different diversity 
profiles between the two samples (Fig 2). The VS rarefaction curve did not reach 
saturation, suggesting that taxonomic diversity was not fully exploited, while the RS 
curve tends to reach a plateau, indicating that most of the diversity was recovered. The 
OTU table was rarefied to 404 sequences per sample before calculation of the alpha-
diversity indices to compare the diversity and species richness in the VS and the RS. 
Shannon, Simpson, Ace and Chao1 indices (Table 1) confirmed that VS presented the 
highest species richness. 
Given that 98.4% of the sequences could be classified at the family level, and 
70.1% of sequences could be classified at the genus level, the taxonomic composition 
was represented at the family level. Taxonomic composition in each developmental 
stage was plotted into Krona charts (Fig 3).  
The sequences from the VS were classified into six different phyla, 11 classes, 
24 orders, 54 families and 51 genera; the sequences from RS were classified into four 
different phyla, seven classes, 15 orders, 23 families and 18 genera. Most of the 
identified OTUs in both stages belong to the phylum Proteobacteria (56.2% in the VS 
and 52.5% in the RS). Other bacterial phyla found in the VS were Firmicutes (20.7%), 
Actinobacteria (17.1%), Bacteroidetes (5.9%), Nitrospirae (0.08%) and Chlamydiae 
(0.01%). The other three dominant phyla in the RS were Firmicutes (28,5%), 
Actinobacteria (16.8%) and Bacteroidetes (2.2%). In the VS, the most abundant 
families were Pseudoalteromonadaceae, Alyciclobacillaceae and Bacillaceae, 
representing 9.5%, 9.2%, and 7.4% of all OTUs, respectively. On the other hand, in 




(11.7%) were the most OTU-rich families. At the genus level, Candidatus Portiera and 
Alyciclobacillus were the most abundant in the VS, representing about 13.2% and 
12.9%, respectively, followed by Pseudonocardia (10.2%) and Sphingomonas (9.8%). 
The relative abundance of other genera ranged between 0.4% and 5%. In the RS, 
Sphingomonas was the predominant genus, comprising 18.3% of total sequences. 
Brevibacterium (16.4%), Pseudomonas (16.3%), Alicyclobacillus (15.2%) and Bacillus 
(11.3%) were the other main genera detected in the samples. 
Because the taxonomic assignment had a better resolution at the family level, 
the specific bacterial populations were statistically analyzed at this level. The heat map 
graph (Fig 4) was based on the 16 most abundant bacterial families. This analysis 
allowed us to find which taxonomic groups were most abundant in each developmental 
stage. The vegetative stage presented a larger abundance of families 
Pseudoalteromonadaceae, Alyciclobacillaceae, Bacillaceae, Sphingomonadaceae 
and Pseudomonadaceae. In the reproductive stage, the families Enterobacteriaceae, 
Bacillaceae, Sphingomonadaceae, Brevibacteriaceae and Pseudomonadaceae were 
more frequent.  
When leading bacterial families of each developmental stage were compared 
using the STAMP software (Figure A1), a significant overrepresentation of the 
Enterobacteriaceae, Brevibacteriaceae and Bacillaceae was observed in the 
reproductive stage. Analysis of the vegetative stage showed a significant 




This study is a first effort towards the characterization of endophytic bacterial 




analyzed by culture-dependent and independent methods, comparing two stages of 
plant development. The combination of both methods is highly recommended because 
it captures the microbial community structure and composition more precisely than 
when applying only one method, independently (Al-Awadhi et al. 2013). Our results 
show the occurrence of specific endophytic populations at each developmental stages 
of this host (vegetative and reproductive). Endophytic groups that possibly boost plant 
growth were predominant at the VS, while groups associated with plant resistance and 
protection occurred more frequently at the RS.  
The main disadvantage of culture-based techniques is that they typically allow 
for the detection of no more than 0.1-10% of true bacterial diversity within an 
ecosystem (Handelsman & Smalla 2003; Pace 1997), compared to the diversity 
obtained from culture-independent techniques. However, in this study, the number of 
bacterial species (84 total) recovered by plating represented almost 20% of the overall 
number of OTUs (430 total) detected by Illumina-based sequencing. There was an 
exclusive occurrence of some families within the cultivable diversity 
(Bradyrhizobiaceae, Micrococcaceae, Mycobacteriaceae, Erwiniaceae, 
Nocardiaceae), which emphasizes the importance of combining approaches (Thomas 
& Sekhar 2017; Yashiro et al. 2011). The exclusive occurrence of some bacterial taxa 
in cultivable diversity is not uncommon, since the culture-independent approach may 
face limitations, such as the heterogeneous lysis of some bacterial species or low 
specificity of primers (Hill et al. 2000; Kennedy et al. 2014). On the other hand, the 
significant difference in the number of OTUs obtained by Illumina-based sequencing 
compared with culturing may be explained by the inherent limitations of culture-
dependent methods and the undoubted capability of the next-generation sequencing 




diversification of culture media, expanding available nutrient sources, is considered a 
smart strategy to overcome the limitations of a culture-dependent approach, because 
it favors the isolation of a broader range of bacterial populations. Despite most studies 
on isolation of leaf endophytic bacteria reporting low species richness (de Oliveira 
Costa et al. 2012; Gagne‐Bourgue et al. 2013; Rhoden et al. 2015; Singh et al. 2017), 
our culture-based approach allowed us to recover the highest number of species 
compared to the studies mentioned above. The species richness calculated from each 
culture medium were compared based on Margalef index. The highest species 
richness was obtained from the samples of the vegetative stage plated on the 869 
medium. This culture medium comprises ingredients (glucose, yeast extract and 
tryptone) commonly used to recover nonfastidious microorganisms, which explains the 
observed dominance of easily cultivable bacterial species belonging to the families 
Bacillaceae and Pseudomonadaceae (Eevers et al. 2015). In the reproductive stage, 
the highest species richness was obtained on the Glycerol-Asparagine medium, which 
contains glycerol as carbon source, asparagine as amino acid source, and various 
trace minerals; this combination of ingredients allowed for the isolation of a wide range 
of bacterial species belonging to the Sphingomonadaceae, Methylobacteriaceae and 
Microbacteriaceae families (Huang et al. 2012; Li et al. 2005; Veyisoglu et al. 2013). 
Their growth rate may also have contributed to the predominance of these taxonomic 
groups in the culture media mentioned above. 
Regarding the culture-independent approach, rarefaction analyses from both 
samples suggested that the bacterial diversity in the reproductive stage was lower than 
that in the vegetative stage. Another possible bias affecting the culture-independent 
analysis was the high percentage of sequences of plastid and mitochondrial origin 




sequences (Chelius & Triplett 2001). Similar results were found in a study on 
endophytic bacterial communities from banana shoot-tip tissues (Yashiro et al. 2011). 
Additionally, 15% of the overall sequences from both the vegetative and reproductive 
stages corresponded to unassigned OTUs. A similar undetermined fraction was found 
in bacterial communities from the rhizosphere of amylaceous maize (Correa-Galeote 
et al. 2016), which indicates the occurrence of yet uncultured bacterial groups. 
However, as occurred in the study just cited, the unassigned sequences had no 
affected clustering (Dohrmann et al. 2013). The heat map analysis showed that the 
reproductive stage has more over-represented bacterial groups than the vegetative 
stage. This differentially predominant grouping (seen in the heatmap graph) of several 
bacterial groups in the reproductive stage may constitute a defense against pathogen 
invasion that consequently would contribute to the plant’s health (Mendes et al. 2017). 
Alpha-diversity indices indicate that the vegetative stage shows a vast superiority in 
species richness (Chao1 and Ace) over the reproductive stage, while values for 
Shannon and Simpson indices are very similar for both samples. The low endophytic 
richness values followed by an overrepresentation of specific microbial groups in the 
reproductive stage were also observed in the endophytic community from Sequoia 
sempervirens leaves, in which an association of lower species richness with higher leaf 
age was observed (Espinosa‐Garcia & Langenheim 1990). Additionally, a study led by 
Andreolli et al., (2016) showed that species richness in an endophytic bacterial 
community associated with Vitis vinifera cv. Corvina is higher on 3-year-old grapevines 
than on 15-year-old ones. These changes in diversity may occur due to the loss of 
‘passenger’ endophytic populations within senescent leaves and, consequently, they 
may lead to the permanence and establishment of endophytes with critical ecological 




decrease of nutrients in more advanced developmental stages may also make the host 
plant a less attractive niche for endophytic colonization, since in many conifers it was 
reported that mineral and sugar contents change as leaves age (Distelbarth et al., 
1984).  
The study of host-associated microbial community composition and structure 
may elucidate the ecological role that each microbial group plays within the 
phytobiome. Moreover, host development and health are dependent on the presence 
of an entire microbial community (Robinson et al. 2010). This study revealed that the 
genera Bacillus and Pseudomonas outnumber other cultivable bacteria in the host’s 
vegetative stage. The dominance of Bacillus isolates in the vegetative stage was also 
observed in a similar study where this genus made up to 90% of the entire endophytic 
bacteria in the early developmental stage of Ginseng (Panax ginseng) (Vendan et al. 
2010). Similar results were reported on the abundance of Bacillus and Pseudomonas 
recovered from Trichilia elegans leaves (Rhoden et al. 2015). Besides being commonly 
characterized as endophytes (Govindasamy et al. 2010), Bacillus and Pseudomonas 
play a critical role in the promoting plant growth (Adesemoye et al. 2008; Mercado-
Blanco & Bakker 2007; Pérez et al. 2016). The genera Sphingomonas, 
Curtobacterium, and Methylobacterium together represented more than half of all 
bacteria isolated from the reproductive stage. The dominance of these three genera 
was also found in a study on cultivable endophytic bacteria associated with yerba mate 
(Ilex paraguariensis) (Araújo et al. 2002). Additionally, some previous studies showed 
that the occurrence of Curtobacterium and Methylobacterium has a particular influence 
on the acquisition of resistance to diseases caused by the phytopathogenic bacteria 




var. atroseptica (Ren et al. 2015), which means they may contribute to host-plant 
health. 
Taxonomic composition from the culture-independent analysis was relatively 
similar to the cultivable diversity, mainly because the phyla Proteobacteria, Firmicutes 
and Actinobacteria were the dominant groups in both analyses. Although Bacillaceae 
(third in abundance) was not the most abundant group in the vegetative stage, it kept 
its specific relevance in the community structure. The abundance of Bacillaceae in the 
vegetative stage of P. incarnata was similar to a culture-independent study showing 
that Bacillaceae was the fourth most abundant family of the entire leaf endophytic 
bacterial communities in the tillering stage (part of the vegetative stage) of rice 
cultivation (Lafi et al. 2016). The dominance of Alyciclobacillaceae in the vegetative 
stage is of particular interest due to the potential of extant members of this family to 
promote plant development and health (Suebphankoy et al., 2013). For example, they 
can mitigate the adverse effects of heat and cold stress on plants (Xu et al., 2017). 
This finding might explain the relationship between the bacterial groups associated 
with promoting plant growth and the vegetative stage in P. incarnata. In the structure 
of cultivable bacterial communities, Sphingomonadaceae was one of the most 
abundant families in the reproductive stage. This dominance was statistically 
confirmed by the analysis of taxonomic distribution between the two developmental 
stages conducted on STAMP. 
Plants display specific physiological needs at each stage of development, which 
may be facilitated by the occurrence of beneficial and critical microbial groups capable 
of boosting the host’s health. During the vegetative stage of the host plant, various 
metabolites are produced and mobilized for the growth of stems, branches, and leaves. 




iron, which are not always bioavailable (Crowley 2006; Gupta et al. 2012; Hartmann et 
al. 2009). Therefore, the microbial groups that facilitate the intake of these nutrients 
could be selected by the plant and co-evolve with it to supply for the physiological 
needs of the vegetative stage (Hartmann et al. 2009; Santoyo et al. 2016). This 
hypothesis was confirmed in this study, as the dominant taxonomic groups in the 
vegetative stage are commonly characterized as plant growth promoter 
microorganisms (Govindasamy et al. 2010; Lafi et al. 2016; Mapelli et al. 2013; 
Mercado-Blanco & Bakker 2007). On the other hand, there is a phenomenon in which 
plants gradually acquire resistance to pathogens during their life cycle; in the case of 
resistant plants, they increase with age their ability to control infections (Develey-
Rivière & Galiana 2007). Thus, plants are generally more resistant in the most 
advanced developmental stages. The structure of the host-associated bacterial 
communities may explain this phenomenon. During its development, the plant host 
may show a predisposition to be colonized by bacterial populations that participate in 
the defense against pathogens (Develey-Rivière & Galiana 2007; Sturz & Matheson 
1996). This might explain why predominant taxonomic groups in the reproductive stage 
are heavily related to bacterial groups that have previously shown influence on 
resistance to some infectious diseases (Araújo et al. 2002; Lacava et al. 2004; Pérez 
et al. 2016; Sturz & Matheson 1996). Further studies are needed to assess host-
endosymbiont metabolomics at different developmental stages and determine whether 
the structure and composition of the endophytic bacterial communities could correlate 
with the plant phenological patterns. 
 
Conclusions 
This study revealed the existence of differentiated communities according to the 




approaches showed that specific bacterial populations were exceptionally abundant 
for each developmental stage, which may be due to endophyte selection being driven 
by physiological changes (such as nutritional requirements or susceptibility to 
pathogens) occurring during the host development. 
 
Acknowledgements 
The authors thank the Centroflora group for their assistance in the collection of 
passionflower leaves, as well as to Ph.D. Glyn Maria Figueira of the Agricultural, 
Biological and Chemical Research Center (University of Campinas) for the expertise 
on the biology of the plant.  
 
Compliance with Ethical Standards 
No ethical issues need be reported. This study was funded by Fundação de Amparo à 
Pesquisa do Estado de São Paulo (15/02395-8) and Conselho Nacional de 
Desenvolvimento Científico e Tecnológico (141298/2017-0). 
 
Authors contributions: 
Supervision, Funding acquisition and resources: Fabiana Fantinatti-Garboggini, 
Derlene Attili-Angelis. 
Formal analysis: Marcela Cristina Goulart, Luis Gabriel Cueva Yesquén, Kelly Johanna 
Hidalgo Martinez. 
Conceptualization, Visualization, Writing – Original Draft Preparation and Writing – 
Review & Editing: Marcela Cristina Goulart, Luis Gabriel Cueva Yesquén. 
 
Informed consent: All authors approved the final version of the manuscript. 
 











Table 1. Number of OTUs and alpha diversity of the endophytic bacterial 
communities associated with P. incarnata. 
1The operational taxonomic units (OTUs) were defined at a 97% similarity level. 
2The coverage percentage, richness estimators (ACE and Chao1) and diversity indices (Shannon, Simpson and 








Ace Chao1 Shannon Simpson 
Good´s 
coverage 
Vegetative 17,526 115 229.526 222 5.423 0.92 0.896 




Table A1 - Cultivable bacterial diversity associated with P. incarnata leaves. 




Nº isolates Accession No. The closest neighbor Nº isolates Accession No. 
Bacillus 70,7%  Sphingomonas 32,6%  
B. aryabhattai 10 EF114313 S. yabuuchiae 10 AB071955 
B. megaterium 9 JJMH01000057 S. sanguinis 8 BCTY01000091 
B. tequilensis 7 AYTO01000043 S. zeae 8 KP999966 
B. safensis 4 ASJD01000027 S. parapaucimobilis 4 BBPI01000114 
B. siamensis 3 AJVF01000043 S. panni 3 AJ575818 
B altitudinis 1 ASJC01000029 S. pseudosanguinis 2 AM412238 
B. wiedmannii 1 LOBC01000053 S. leidyi 2 AJ227812 
B. cereus 1 AE016877 S. melonis 2 KB900605 
B. velezensis 1 AY603658 S. molluscorum 2 AB248285 
B. anthracis 1 AE016879 S. insulae 1 EF363714 
B. 
thuringiensis 
1 ACNF01000156 S. paucimobilis 1 BBJS01000072 
B. nealsonii 1 EU656111 Shingomonas sp. 4 AORY01000018 
B. gibsonii 1 X76446 Curtobacterium 16%  




4 FMWB01000061 C. herbarum 5 AJ310413 
P. cichorii 1 FNIK01000055 C. pusillum 2 AJ784400 
Pantoea 6,9%  C. albidum 1 AM042692 
P. stewartii 1 JPKO01000033 C. plantarum 1 JN175348 
P. ananatis 2 JMJJ01000010 Methylobacterium 13,8%  
P. vagans 1 EF688012 M. radiotolerans 6 CP001001 
Paenibacillus 3,5%  M. goesingense 3 AY364020 
P. 
barcinonensis 
1 AJ716019 M. rhodesianum 2 AB175642 
P. 
xylanaxedens 
1 CLG_48537 M. populi 2 CP001029 
Rhodococcus 3,5%  M. komagatae 2 AB252201 
R. erythropolis 2 BCRM01000055 M. phyllostachyos 1 jgi.1071174 
Lysinibacillus 1,7%  M. oryzae 1 CP003811 
L. fusiformis 1 AB271743 M. marchantiae 1 FJ157976 
Xanthomonas 1,7%  M. fujisawaense 1 AB175634 
X. sacchari 1 Y10766 M. aquaticum 1 LABX01000161 




1 BCNP01000062 P. yeei 4 JHWH01000002 
Enterobacter 1,7%  P. marcusii 3 Y12703 
E. cloacae 1 AXOM01000004 P. aerius 1 KX664462 
   Acinetobacter 4,8%  
   A. johnsonii 3 APON01000005 




   A. radioresistens 1 BAGY01000082 
   Acinetobacter sp. 2 NHRN01000069 
   Bacillus 4,2%  
   B. siamensis 2 AJVF01000043 
   B. gibsonii 1 X76446 
   B. megaterium 1 JJMH01000057 
   B. niacini 1 AB021194 
   B. siralis 1 AF071856 
   Microbacterium 4,2%  
   M. enclense 5 KQ758481 
   M. proteolyticum 1 KM359785 
   Pseudomonas 2,8%  
   P. azotoformans 2 MNPV01000020 
   P. coleopterorum 1 KM888184 
   P. hunanensis 1 JX545210 
   Streptomyces 2,1%  
   
S. achromogenes subsp. 
rubradiris 
3 AB184561 
   Xanthomonas 1,4%  
   
X. alfalfae subsp. 
citrumelonis 
2 JX986962 
   Moraxella 1,4%  
   M. osloensis 2 CP014234 
   Klebsiella 1,4%  
   K. michiganensis 2 JQ070300 
   Enterobacter 1,4%  
   E. xiangfangensis 2 FYBF01000083 
   Arthrobacter 0,7%  
   A. enclensis 1 JF421614 
   Bradyrhizobium 0,7%  
   B. daqingense 1 jgi.1041378 
   Brevundimonas 0,7%  
   B. albigilva 1 KC733808 
   Chryseobacterium 0,7%  
   C. hominis 1 jgi.1096633 
   Enhydrobacter 0,7%  
   E. aerosaccus 1 AJ550856 
   Kitasatospora 0,7%  
   K. arboriphila 1 AY442267 
   Leifsonia 0,7%  
   L. shinshuensis 1 DQ232614 
   Metalliresistens 0,7%  
   M. boonkerdii 1 EU177512 
   Micrococcus 0,7%  
   M. yunnanensis 1 FJ214355 
   Pantoea 0,7%  
   P. vagans 1 EF688012 
   Paenibacillus 0,7%  




   Mycobacterium 0,7%  







Fig 1. Graphical representation of culturable community recovered in each culture medium. Number of 
species and isolates from the (a) vegetative stage and (b) reproductive stage of P. incarnata. The values shown 







Fig 2. Rarefaction curves of partial sequences of 16S rRNA. Rarefaction analysis of 16S rRNA gene-sequence 








Fig 3. Krona plots on 16S rRNA sequences of the bacterial communities associated with P. incarnata 
leaves. Data represent taxonomic hierarchies of bacterial communities in (a) vegetative stage and (b) 







Fig 4. Heat map of the bacterial community composition of each stage based on Bray-Curtis distance. 
Taxonomic distribution of the core endophytic bacterial community at family level, based on an analysis of the first 






Fig A1. Comparison of taxonomic profiles between bacterial communities of the vegetative and 
reproductive stages. (a) Scatter plot graph showing differences at the family level, (b) extended error bar 







Capítulo III. Seleção de bactérias contra patógenos do maracujazeiro 








Os micro-organismos endofíticos são produtores de metabolitos promotores de 
crescimento, repelentes de insetos e pragas, antimicrobianos contra patógenos de 
plantas, protetores em condições de estresse e muitos mais (Rai et al., 2014a; Rai et 
al., 2014b). Eles também possuem o potencial de produzir metabólitos secundários 
únicos, que podem ser explorados na agricultura, na indústria farmacêutica e outras 
indústrias. Assim, há um crescente interesse na bioprospecção de comunidades 
microbianas endofíticas que habitam as plantas de vários ecossistemas. 
É bem sabido que as plantas medicinais são fontes ricas de compostos bioativos 
preciosos, como consequência da associação de longo prazo de endófitos com essas 
plantas. Os endófitos podem participar de vias metabólicas e melhorar a sua própria 
bioatividade ou podem ganhar alguma informação genética para produzir composto 
biologicamente ativo específico semelhante à planta hospedeira (Kumar e Pandey, 
2013; Chithra et al., 2014; Rai et al., 2014a; Rai et al., 2014b). Desde que a descoberta 
de que o composto anticancerígeno, paclitaxel (Taxol), poderia ser biossintetizado por 
Taxomyces andreanae, um fungo endófito de teixo do Himalaia, o interesse em 
estudar tais endófitos por seu potencial medicinal aumentou consideravelmente. Puri 
e colaboradores (2005) isolaram uma nova camptotecina, substância com atividade 
potencial imunomoduladora, produzida pelo fungo endofítico Entrophospora 
infrequens de uma importante planta medicinal indiana Nothapodytes foetida. Da 
mesma forma, Chen et al. (2007) isolaram um fungo endófito, Penicillium thomi, a 
partir das raízes de Bruguiera gymnorrhiza. A separação cromatográfica dos 
compostos do fungo endófito da raiz levou ao isolamento de um novo composto 4 ', 5 
di-hidroxi -2, 3 -dimetoxi 4 (hidroxi propil) - bifenil junto com onze compostos 
conhecidos. 
Tendo em conta que algumas plantas produtoras de bioativos possuem micro-
organismos endofíticos associados capazes de produzir os mesmos produtos 
naturais, e o fato de apresentarem o tempo de geração curto e elevada taxa de 
crescimento microbiano, os endofíticos tornaram-se uma boa escolha para a produção 
de substâncias funcionais para utilização em várias áreas. Além disso, entre o vasto 
reino vegetal, apenas um pequeno grupo de espécies de plantas colonizadas por 
endófitos foram estudados, o que significa que ainda há amplo potencial a ser 




campo de endófitos, tanto em termos de isolamento de novas bactérias, bem como o 
isolamento de metabólitos secundários bioativos produzidos por elas para diversas 
aplicações biotecnológicas. 
De maneira geral, bactérias endofíticas estão presentes em todas as espécies 
vegetais, permanecendo em estado de latência ou colonizando ativamente os tecidos 
de forma local ou sistêmica (Araújo et al., 2002a). Sendo assim, o que torna esses 
micro-organismos potenciais agentes de controle biológico é o fato de os mesmos 
possuírem a capacidade de penetrar na planta e colonizar sistematicamente o 
hospedeiro, podendo habitar apoplastos, vasos condutores e ocasionalmente o meio 
intracelular (Quadt-Hallmann et al., 1997). As bactérias são capazes de perceber 
alterações no ambiente e a presença de outros seres vivos em sua proximidade, e por 
ocuparem um nicho ecológico semelhante àqueles ocupados por patógenos, elas se 
tornam exímias competidoras, característica crucial para sua sobrevivência. Inúmeros 
são os mecanismos utilizados por essas bactérias para promoção de controle 
biológico, principalmente através da competição por espaço e nutrientes na planta 
hospedeira, produção de compostos antimicrobianos (Weber et al., 2005; Yu et al., 
2010; Zhao et al., 2011; Li et al., 2013; Zilla et al., 2013; Zouari et al., 2016), indução 
de resistência sistêmica (Romeiro, 2005; Liu et al., 2007), supressão indireta da 
doença através da melhoria do crescimento das plantas (Berg et al., 2005; Michereff 
et al., 2005), parasitismo direto e proteção cruzada (Romeiro, 2005; Liu et al., 2007) 
(Figura 17). 
O microbioma circundante é quase sempre hostil, produzindo e liberando 
substâncias antibacterianas, competindo por água e nutrientes, até mesmo predando 
e hiperparasitando (Chin et al., 2003). Portanto, para se estabelecerem e conseguirem 
sobreviver nesse ambiente competitivo e adverso, as bactérias devem estar aptas a 
monitorar, continuamente, as condições externas e serem capazes de ajustar, rápida 
e precisamente, suas estruturas, fisiologia e comportamentos (Duffy et al., 2004). No 
que diz respeito ao antagonismo microbiano, ou seja, uma situação em que uma 
bactéria aciona sua vasta gama de recursos para inibir o crescimento e a multiplicação 
de outro ou até mesmo provocar sua morte, deve-se pensar em múltiplas 
possibilidades, como competição por nutrientes e nichos ecológicos, produção de 
substâncias antimicrobianas, como antibióticos e compostos voláteis tóxicos, 






Figura 17. Mecanismos de biocontrole de bactérias endofíticas contra fungos fitopatogênicos. Fonte: 
Adaptado de Punja e Utkhede (2003). 
 
O controle biológico de fitopatógenos fúngicos pode se dar por diversas 
maneiras, incluindo a produção de compostos voláteis por bactérias antagonistas, 
induzindo anormalidades morfológicas nas estruturas fúngicas, inibindo o crescimento 
micelial e a germinação de esporos dos fungos, diminuindo assim sua sobrevivência 
no ambiente (Melo e Azevedo, 1998; Chaurasia et al., 2005; Romeiro, 2005). Tais 
compostos voláteis podem ser aldeídos, álcoois, sulfetos, benzenos e cetonas (Duffy 
et al., 2003; Kai et al., 2007; Tenorio-Salgado et al., 2013). Além disso, esses micro-
organismos antagonistas podem atuar através da secreção e difusão de outros 
compostos, tais como bacteriocinas, substâncias tóxicas, enzimas hidrolíticas, como 
proteases, quitinases, celulases e outros (Pascale et al., 1997; Prapagdee et al., 2008; 
Hernández-León et al., 2015). 
Testes de antagonismo in vitro têm se mostrado uma estratégia de seleção de 
candidatos a agentes promissores, baseando-se na interação em que um ou mais 
metabólitos sintetizados por um micro-organismo possuam um efeito danoso sobre o 
outro, inibindo a germinação e crescimento, ou inativando a célula por toxicidade 
química (Michereff et al., 2005). Esses testes, com posterior identificação dos 
organismos, têm ajudado a elucidar o potencial das espécies das bactérias endofíticas 
que podem ser aplicadas no controle de doenças (Berg et al., 2005; Cho et al., 2007), 
e apresentam a vantagem de permitir o conhecimento dos mecanismos de ação dos 
micro-organismos envolvidos e facilitar a observação das interações entre o 




um dos objetivos acessar o potencial in vitro das bactérias endofíticas como 
antagonistas frente aos principais fitopatógenos do maracujazeiro, através do ensaio 
de antagonismo. 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. ENSAIO DE ANTAGONISMO IN VITRO 
 
Para triagem dos isolados endofíticos com potencial antagônico, foi utilizado o 
método de cultura pareada, ou pareamento, que consiste no confronto direto do 
antagonista (bactérias endofíticas) e dos fitopatógenos desafiantes. 
Foram testados incialmente seis principais fungos patogênicos causadores de 
doenças na cultura do maracujá, que foram adquiridos juntos à Coleção de Culturas 
Fúngicas Micoteca “Mário Barreto Figueiredo”, do Instituto Biológico, São Paulo: 1) 
Colletotrichum gloeosporioides e 2) Colletotrichum boninense: causadores da 
antracnose, que é a doença mais comum das partes aéreas da planta; 3) Fusarium 
solani f. sp. passiflorae, causador da podridão-fusariana, ocasionando podridão da 
raiz e posteriormente do colo da planta; 4) Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, 
causador da murcha de fusário ou fusariose, que leva à murcha da parte aérea da 
planta; 5) Phytophtora parasítica, causador da podridão do pé/colo; 6) Rhizoctonia sp., 
responsável pelo damping off ou tombamento. Ainda, foi testado o potencial 
antagônico dos isolados endofíticos frente à bactéria causadora da mancha bacteriana 
do maracujazeiro, Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Xap) adquirida junto à 
“Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico”, São Paulo. 
Inicialmente foi realizada uma análise qualitativa do potencial inibitório dos 
isolados endofíticos. Foram inoculados três diferentes isolados em três extremidades 
da placa de Petri contendo meio PDA, e no centro da placa foi inoculado um disco de 
aproximadamente 5 mm de diâmetro da cultura fúngica a ser testada. O tratamento 
controle consistiu em água deionizada autoclavada inoculada no meio de cultura 
juntamente com os discos fúngicos (Figura 18). As placas foram mantidas à 28 °C 
durante 7 a 9 dias. Os isolados que inibiram ou retardaram o crescimento fúngico, 






Figura 18. Esquema do teste inicial para seleção das bactérias antagonistas aos fitopatógenos do 
maracujá. 
 
Os isolados bacterianos foram cultivados em meio NA a 28 °C por 48 h, em 
seguida 1 mL foi transferido para 5 mL de água peptonada autoclavada, 
homogeneizando-se a suspensão em vortex. A concentração das suspensões foi 
determinada no espectrofotômetro UVmini-1240 UV-VIS (Shimadzu®) para A600 nm= 
0,5. Em uma extremidade da placa foi inoculado um disco de papel filtro esterilizado 
com 20 µL da suspensão bacteriana na concentração de 106, e no centro da placa, foi 
inoculado um disco com o patógeno. As placas foram incubadas a 28 °C durante 7 a 
9 dias, sendo o teste realizado em triplicata. O momento de avaliação do raio de 
inibição foi estabelecido como o período necessário para que o micélio do patógeno, 
sem a presença do isolado endofítico (tratamento controle), se desenvolvesse sobre 
todo o meio de cultura. 
O cálculo da inibição dos isolados endofíticos testados foi realizado medindo o 
raio de crescimento do patógeno em direção à bactéria antagonista (R2) e o raio de 
crescimento do patógeno no tratamento controle (R1) (Figura 19). As duas leituras 
foram transformadas em porcentagem de inibição do crescimento radial (PICR) 
usando a fórmula proposta por Skidmore e Dickinson (1976). 
 
Isolado 1 









Figura 19. Medida do crescimento radial do patógeno fúngico, onde R1 é o raio de crescimento no 
tratamento controle, R2 é o raio de crescimento na direção do antagonista, C é o disco micelial do 
fungo, e T é o disco embebido na suspensão bacteriana. Adaptado de Rahman et al., 2009. 
 
Para o teste de antagonismo antibacteriano utilizando a bactéria Xanthomonas 
axonopodis pv. passiflorae, o ensaio foi realizado com as bactérias endofíticas que 
apresentaram resultados positivos no teste realizado com os patógenos fúngicos. 
Desta forma, o ensaio foi realizado utilizando o método agar well diffusion, no qual 100 
µL da suspensão padronizada contendo 108 células mL–1 da bactéria desafiante foi 
espalhada no meio Müeller Hinton (Difco) com o auxílio uma alça de Drigalsky, e após 
a secagem da placa, foi retirado um disco do ágar com uma ponteira descartável 
autoclavada, onde foi inoculado 50 µL da suspensão padronizada da bactéria 
antagônica a ser testada. As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h para posterior 
medição do halo de inibição. O experimento foi realizado em triplicata. 
 
2.2. PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 
A extração dos metabólitos secundários foi realizada com os micro-organismos 
que apresentaram resultado positivo no teste de antagonismo. Para a obtenção dos 
extratos brutos, as bactérias foram separadas por gêneros e as condições da 
produção dos metabólitos foram ajustadas seguindo diferentes protocolos para cada 
grupo de bactérias. 
Para os isolados pertencentes ao gênero Methylobacterium, os micro-
organismos foram inicialmente crescidos em 50 mL de TSB (Difco) a 28 °C por 72 h 
com agitação constante a 130 rpm para obtenção do primeiro pré-inóculo. Em 
 




seguida, foram inoculados 10% (v/v) em meio MNGA (glicose 10 g, peptona 5 g, 
extrato de carne 3 g, extrato de levedura 3 g, NaCl 3 g, CaCo3 3 g, 1 L água destilada 
autoclavada, pH 7,0) (Balachandran et al., 2012) a 30 °C por 48 h também a 130 rpm, 
para obtenção do segundo pré-inóculo, e para a adaptação das bactérias ao meio de 
produção. Finalmente, 10% (v/v) do segundo pré-inóculo foi adicionado aos frascos 
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio MNGA e incubados a 30 °C, durante 
cinco dias com agitação a 200 rpm para obtenção dos metabólitos secundários. A 
cultura foi centrifugada à 10.000 g por 15 min para remoção das células bacterianas. 
A produção dos metabólitos foi realizada em triplicata. 
Os isolados do gênero Bacillus foram inoculados inicialmente em 50 mL de caldo 
de extrato de carne (extrato de carne 3 g, peptona 10 g, NaCl 5 g, 1L de água destilada 
autoclave, pH 7,2) e incubado a 37 °C por 24 h sob agitação a 130 rpm para obtenção 
do pré-inóculo. Em seguida, 10% (v/v) do pré-inóculo foi adicionado aos frascos 
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio Landy (Landy et al., 1947) que foram 
incubados a 33 °C por 48 h sob agitação a 180 rpm. A cultura foi centrifugada a 11.000 
g por 15 min para remoção da biomassa. 
Para o isolado do gênero Sphingomonas, o primeiro pré-inóculo foi crescido em 
50 mL de TSB (Difco), a 25 °C por 48 h sob agitação a 130 rpm; em seguida 10% (v/v) 
foi incubado no meio Czapek-Dox (sacarose 30 g, NaNO3 3 g, K2HPO4 1 g, MgSO4 0,5 
g, KCl 0,5 g, FeSO4 0,01 g, 1 L de água destilada autoclavada, pH 6,2) (Weber et al., 
2005; Park et al., 2009; Seetharaman et al., 2017) na mesma temperatura e agitação 
durante 72 h para adaptação da cultura ao meio. Posteriormente, foram transferidos 
10% (v/v) da cultura para frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do mesmo 
meio e mantidos a 25 °C por 5 dias sob agitação a 200 rpm. Ao fim da incubação, a 
cultura foi centrifugada a 11.000 g por 15 min para remoção das células bacterianas.  
Para os isolados pertencentes aos gêneros Curtobacterium, foram inicialmente 
crescidos em 50 mL de TSB (Difco) a 28 °C por 72 h sob agitação a 130 rpm para 
obtenção do pré-inóculo. Em seguida, foram inoculados 10% (v/v) em frascos 
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio TSB incubados a 28 °C por 5 dias 
sob agitação a 200 rpm para obtenção dos metabólitos secundários. No fim da 
incubação, a cultura foi centrifugada a 10.000 g por 15 min para remoção das células 






2.3. EXTRAÇÃO DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 
Os extratos brutos obtidos dos caldos de produção dos metabólitos dos isolados 
pertencentes aos gêneros Curtobacterium, Methylobacterium e Sphingomonas foram 
submetidos ao mesmo processo de extração líquido-líquido, de forma sequencial. 
Após a centrifugação, os sobrenadantes resultantes foram transferidos para o funil de 
separação, onde foram adicionados volumes iguais de acetato de etila (1:1 v/v). Após 
agitação manual, foram mantidos em descanso por aproximadamente 30 min para 
completa separação das fases. Esse processo foi repetido três vezes para esses 
isolados. A fase orgânica foi então transferida para balão de fundo redondo e 
concentrada a partir da evaporação à vácuo em rotavapor a 45 °C. O extrato seco 
obtido foi suspenso em volumes de metanol (2 a 4 mL), transferidos para tubos de 
vidro e submetidos novamente à secagem à vácuo em sistema Speed-Vac, da Thermo 
Savant (Hoolbrok, NY) por no mínimo 6 h, e então estocados em geladeira para 
ensaios posteriores. 
Para o isolado do gênero Bacillus a extração dos metabólitos foi realizada por 
meio da precipitação ácida (Chen et al., 2006; Arguelles-Arias et al., 2009; Li et al., 
2015; Ndlovu et al., 2017). O sobrenadante foi tratado com HCl 6 M para atingir o pH 
2,0 visando a precipitação dos lipopeptídeos. Em seguida, após centrifugação a 
10.000 g durante 10 min, o precipitado foi tratado com NaOH 4M para reajustar 
novamente o pH para 7,0. Finalmente, os lipopeptídeos foram extraídos com etanol 
em agitador magnético durante 2 h. O extrato resultante, foi submetido à secagem à 
vácuo em sistema Speed-Vac, da Thermo Savant (Hoolbrok, NY) por 




2.4. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS EXTRATOS ORGÂNICOS E 
DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA 
 
Para a avaliação da atividade dos extratos orgânicos obtidos, os fitopatógenos 
fúngicos foram reativados em meio PDA (Kasvi) a 28 °C por 6 dias. Apesar de 
mantidos preservados por ultracongelamento (-80) e água esterilizada (Castellani, 




de crescer, tanto em meio sólido quanto em meio líquido (PDB, MA, Ágar de fubá), 
por isso não foram utilizados para os ensaios de atividade dos extratos orgânicos. 
A atividade antifúngica dos extratos foi realizada através da técnica spread plate. 
Um volume de 50 µL de cada extrato suspensos em DMSO 0,5% (Synth) foi espalhado 
com alça de Drigalsky em placas de Petri pequenas (60 x 15 mm) contendo meio PDA. 
As placas foram deixadas para secagem e difusão dos compostos no meio por 
aproximadamente 2 h. Em seguida, discos miceliais (3 mm) dos fungos 
fitopatogênicos foram colocados no centro da placa. Como controle negativo foi 
utilizada a solução de DMSO 0,5%, para atestar a não interferência do solvente na 
atividade, e como controle positivo, foi utilizado o antifúngico Ciclohexamida (10 mg/L). 
A avaliação da atividade dos extratos foi feita no tempo necessário para o crescimento 
completo dos fungos no tratamento controle com DMSO. Todos os tratamentos foram 
realizados em triplicata. O resultado da medida de inibição foi feito através da fórmula 
utilizada no teste de antagonismo. 
A atividade antibacteriana dos extratos frente a bactéria Xanthomonas 
axonopodis pv. passiflorae foi determinada utilizando a técnica de difusão em disco. 
A alíquota de 100 μL da suspensão bacteriana padronizada à 108 células/mL (D.O625= 
0,08 a 0,1) foram espalhados com alça de Drigalsky sob a superfície do meio Mueller 
Hinton (Difco) na placa de Petri e deixados para secagem. Em seguida, os discos de 
papel filtro esterilizados forem embebidos em 50 µL de cada extrato à uma 
concentração de 10 mg/mL e colocados no centro das placas. Como controle positivo, 
utilizou-se antibiótico Ácido Nalidixíco (Sigma), e como controle negativo, discos 
embebidos apenas em solução salina. A medida do halo de inibição foi obtida após 
24 e 48 h. 
Para a determinação da concentração inibitória mínima dos extratos frente aos 
fungos, foi utilizada o método de microdiluição em caldo, segundo Clinical and 










2.5. CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL METABÓLICO DOS EXTRATOS 
ORGÂNICOS POR HPLC-MS/MS 
 
2.5.1. Preparo das amostras e parâmetros instrumentais 
 
As análises de identificação dos constituintes dos extratos orgânicos foram 
realizadas no Laboratório de Biossíntese e Bioprospecção de Produtos Naturais, do 
Instituto de Química (IQ/Unicamp). Os extratos brutos foram analisados por 
cromatografia líquida de alta resolução acoplado à espectrometria de massas no 
modo positivo. 
As amostras foram preparadas solubilizando 1 mg de cada amostra em 1 mL de 
metanol (grau de pureza HPLC) e centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 min. As 
amostras foram analisadas usando um espectrômetro de massa LC Agilent 1200 
acoplado ao Agilent iFunnel 6550 Q-ToF LC-MS. A fonte de ionização por eletrospray 
operou no modo positivo ESI (+), seguindo as condições de operação: temperatura do 
gás de nebulização: 290 °C; tensão capilar: +3500 V; voltagem do bocal: 320 V; fluxo 
de gás de secagem: 12 mL min− 1; pressão de gás de nebulização: 50 psi; temperatura 
do gás auxiliar: 350 °C e fluxo do gás auxiliar: 12 mL min−1. O tempo de voo do 
analisador (ToF- time of flight) operou no intervalo da razão massa/carga (m/z) 50–
1500, com energia de colisão de 20 eV. Máximo de 2 precursores por ciclo foram 
selecionados e 2 µl de amostra foram injetados. Fase estacionária: coluna Thermo 
Scientific Accucore C18 2,6 µm, 2,1 mm x 100 mm. A fase móvel foi água (A) e 
acetonitrila com 0,1% (v / v) de ácido fórmico (B). A taxa de fluxo foi de 0,2 mL min-1. 
O perfil do eluente (A: B) foi: 0-10 min, gradiente de 95:5 a 2:98; 10-15 min, eluição 
isocrática com 2:98; 15-16,2 min, gradiente de 2:98 a 95:5; 16,2-20 min, eluição 




2.5.2. Processamento dos dados  
 
Os espectros foram processados com o software MzMine versão 2.38 (Pluskal 
et al., 2010). O primeiro processo para a análise dos dados brutos é a detecção dos 




e deconvolução dos picos. Em suma, esses passos detectam todos os picos de massa 
gerados pelo espectrômetro de massas. A detecção gera uma lista de massas (íons 
na forma m/z), e todos os picos abaixo do nível de ruído estabelecido são descartados. 
Os parâmetros utilizados para essa etapa se encontram na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Parâmetros para a detecção de massas. 
Detecção de massas 
Processo Parâmetros utilizados 
Mass detector Centroid 
Noise level 103 
MS level 1 
 
Em seguida, foi feita a construção dos cromatogramas, na qual os 
cromatogramas dos íons foram extraídos para cada m/z com uma altura mínima dos 
picos definida, juntamente com uma tolerância da razão m/z. Esses cromatogramas 
são montados em listas de pico para cada arquivo de dados e é então criada uma lista 
de picos para cada amostra (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Parâmetros para construção dos cromatogramas. 
Construção dos 
cromatogramas 
Processo Parâmetros utilizados 
Minimum time span (min) 0.02 
Minimum height 1.5x105 
m/z tolerance 0.001 m/z ou 5 ppm 
 
Na etapa seguinte foi feita a deconvolução dos cromatogramas, pois devido ao 
isomerismo estrutural (íons de fórmulas moleculares idênticas), alguns dos 
cromatogramas construídos podem conter vários picos. A deconvolução do 
cromatograma separa-os em cromatogramas individuais, contendo apenas um único 









Tabela 4. Parâmetros para deconvolução dos cromatogramas. 
Deconvolução dos 
cromatogramas 
Processo Parâmetros utilizados 
Algorithm Local minimum search 
Chromatogram threshold 1% 
Search minimum in RT range 0.03 min 
Minimum relative height 5% 
Minimum absolute height 105 
Minimum ratio of peak top/edge 2 
Peak duration range 0 – 2 min 
 
Após a detecção, todos os picos passaram pela deisotopação, que consiste na 
retirada dos isótopos dos picos identificados, evitando assim a redundância das 
informações. Esse algoritmo tenta encontrar o estado de carga mais qualificado para 
cada pico, comparando o número de isótopos identificados para cada carga (Tabela 
5). 
 
Tabela 5. Parâmetros usados para deisotopação. 
Agrupamento de picos 
isotópicos 
Processo Parâmetros utilizados 
m/z tolerance 0.005 m/z ou 5 ppm 
RT tolerance 0.1 absolute (min) 
Maximum charge 2 
Representative isotope Most intense 
 
Depois dessas etapas, os picos das réplicas experimentais foram alinhados 
usando o algoritmo join aligner, de forma a diminuir as limitações impostas pelos 
desvios nos tempos de retenção de amostra para amostra ( 
Tabela 6). 
 
Tabela 6. Parâmetros para alinhamento dos picos. 
Alinhamento da lista de 
picos 
Processo Parâmetros utilizados 
m/z tolerance 0.005 m/z ou 5 ppm 
RT tolerance  0.1 absolute (min) 
Weight for m/z 0.03 min 





Podem ocorrer erros no alinhamento da lista de picos, portanto, nem todos os 
picos são combinados, deixando "lacunas" nas linhas de pico de algumas amostras. 
Em alguns casos, isso ocorre porque um pico permaneceu não detectado pelos 
algoritmos anteriores, devido a erros no alinhamento ou detecção insuficiente do pico. 
Tais erros são contabilizados por um processo chamado “gap filling”. Nesse processo, 
foi utilizado o algoritmo ‘same m/z and RT range gap filler’ com o parâmetro m/z 
tolerance igual a 0.001 m/z ou 5 ppm. Em seguida, a lista de picos foi filtrada para 
eliminar picos repetidos e aqueles que não atingiram os parâmetros especificados, 
para posterior identificação. 
As massas precisas dos componentes dos extratos brutos foram comparadas 
com diferentes bancos de dados de espectros de massa (com erro < 5 ppm). Os banco 
de dados utilizados foram: Massbank Europe (Horai et al., 2010), MetaCyc (Krieger et 
al., 2004), KEGG (Kanehisa e Goto, 2000), ChemSpider (Pence e Williams, 2010), 
Dictionary of Natural Products (DNP) (http://dnp.chemnetbase.com) e PubChem 
(Gindulyte et al., 2018). 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. ENSAIO DE ANTAGONISMO IN VITRO 
 
Todos os 141 isolados foram avaliados quanto ao antagonismo contra a bactéria 
e fungos fitopatogênicos do maracujá, cujos ensaios serviram para selecionar e 
caracterizar os isolados mais promissores, visando estudos subsequentes. 
De acordo com os resultados obtidos nos ensaios, 83 (57,2%) isolados 
apresentaram algum nível de antagonismo no teste qualitativo inicial. Porém, somente 
dez mostraram grau de inibição superior a 20% contra pelo menos um dos fungos 
testados (Figura 20). Os isolados antagonistas foram identificados como pertencentes 
aos gêneros Brevundimonas (1 isolado), Bacillus (1 isolado), Curtobacterium (2 
isolados), Methylobacterium (3 isolados) e Sphingomonas (3 isolados). A 
porcentagem de inibição do crescimento radial (PICR) das bactérias selecionadas 






Figura 20. Atividade antagonista dos isolados endofíticos frente ao fungo Colletotrichum 
gloeosporioides. (A) Controle; (B) EP25B; (C) EP27; (D) EP58 
 





EP23 EP24 EP25B EP27 EP40 EP41A EP55 EP58 EP61B EP72 
Phytophthora 
parasitica 
  28%   35,1%     23,8% 46% 28,7% 41,3% 
Colletotrichum 
gloeosporioides 
  28% 26,2% 32%   32,5%   37,3% 29,6% 31,6% 
Rhizoctonia 26,2%       23%   33,7% 62,8% 38,3%   
Colletotrichum 
boninense 
                    
Fusarium 
oxysporum  f. sp. 
passiflorae 
  28% 24,5% 37,8%       58,3%    
Fusarium solani  f. 
sp. passiflorae 
      56,2%       66,6%     
EP23: Methylobacterium rhodesianum; EP24: Methylobacterium radiotolerans; EP25B: Methylobacterium 
radiotolerans; EP27: Methylobacterium radiotolerans; EP40: Curtobacterium pusillum; EP41A: Sphingomonas 
yabuuchiae; EP55: Brevundimonas albigilva; EP58: Bacillus sp; EP61B: Sphingomonas leidyi; EP72: 
Curtobacterium pusillum. Campos marcados em cinza indicam os isolados que não apresentaram antagonismo 
contra os fungos testados. 
 
Para o fungo C. gloeosporioides, agente etiológico da antracnose, sete dos 
isolados apresentaram atividade antagonista com porcentagem variando de 26-37% 
de inibição do crescimento do fitopatógeno, sendo três isolados pertencentes ao 
gênero Methylobacterium (EP24, EP25B e EP27), dois isolados do gênero 
Sphingomonas (EP41A e EP61B), um isolado do gênero Bacillus (EP58) e um do 
gênero Curtobacterium (EP72) (Tabela 7). No trabalho de Silva e colaboradores 
(2016), 102 isolados endofíticos de semente de guaraná (Paullinia cupana var. 
sorbilis) provenientes da Amazônia foram testados quanto ao potencial antagonista 
contra C. gloeosporioides e cerca de 15% dos isolados inibiram o crescimento do 





responsáveis por inibirem entre 53-63% do crescimento fúngico. Esses endófitos 
foram isolados de plantas em regiões com alta incidência da antracnose, e quando 
comparados com isolados obtidos de regiões com menor incidência da doença, se 
mostraram mais eficientes em inibir o crescimento do fungo, sugerindo que alguns 
tipos de seleção natural podem ser responsáveis pela seleção de isolados contra C. 
gloeosporioides, mantendo mais endófitos antagonistas na semente. Allu e 
colaboradores (2014) isolaram 19 endofíticos de pimenta vermelha para avaliar a 
capacidade de inibição in vitro de C. gloeosporioides e identificaram cepas de 
Pseudomonas aeruginosa com potencial inibitório de até 65% do crescimento do 
fitopatógeno, e quando inoculadas em sementes, levaram a um aumento significante 
dos parâmetros de crescimento e vigor das plântulas.  
Apenas dois isolados apresentaram atividade antagonística contra o fungo 
Fusarium solani f. sp. passiflorae (Fsp), o isolado EP27 pertencente ao gênero 
Methylobacterium e o isolado EP58 do gênero Bacillus (Tabela 7). Fusarium solani f. 
sp. passiflorae foi descrito por Bueno et al (2014) e é uma forma especializada de F. 
solani que infecta o maracujá-amarelo, sendo uma das fontes mais comuns da 
podridão do colo, concentrando-se na área do colar, além de causar danos estruturais 
no xilema, floema e células do parênquima da planta do maracujá (Ortiz et al., 2014). 
O controle químico e biológico da podridão do colo de maracujazeiro tem se mostrado 
ineficaz devido à presença de estruturas resistentes de F. solani (clamidósporos) no 
solo por longos períodos (Fischer e Rezende, 2008). Estudos anteriores relatam bons 
resultados em testes in vitro com uso de Methylobacterium extorquens na inibição do 
fungo Fusarium udum, formando zonas de inibição de 19 mm e inibindo até 58,8% do 
crescimento micelial (Poorniammal et al., 2009). Souza et al. (2015) isolaram 113 
bactérias endofíticas do tecido interno de raízes de Echinodorus scaber e através de 
testes de antagonismo in vitro obtiveram duas cepas de Bacillus com atividade 
inibitória variando de 20-31% contra uma linhagem de F. solani. 
Três espécies de Methylobacterium apresentaram atividade antagonística contra 
o fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), com porcentagens de inibição 
do crescimento radial de até 37,8% nos testes in vitro. Utilizando metodologia 
semelhante, Poorniammal e colaboradores (2009) relataram quatro espécies de 
Methylobacterium capazes de inibir em até 50% o crescimento micelial de F. 
oxysporum com halos de inibição de 25 mm. Karim et al. (2015) testaram a habilidade 




(Passiflora edulis f. edulis e Passiflora sp.), para inibição in vitro do fitopatógeno Fop. 
Foram encontrados três isolados bacterianos (não identificados) que inibiram em até 
76% o crescimento do fitopatógeno. Silva e colaboradores (2013) testaram 
actinomicetos isolados da rizosfera de plantas do cerrado baiano, como agentes de 
biocontrole para F. oxysporum f. sp. passiflorae, verificando, em condições de 
laboratório, que todos apresentavam efeito antagônico significativo sobre o 
crescimento micelial do patógeno. Os autores supõem que o mecanismo utilizado 
pelos actinomicetos foi a antibiose, por ser uma característica comum destes micro-
organismos a produção de antibióticos antifúngicos. Santos et al. (2017) isolaram 167 
bactérias da rizosfera de Passiflora edulis fv. flavicarpa e as testaram para diferentes 
mecanismos de ação para inibição de Fop (produção de compostos difusíveis ou 
compostos voláteis, produção de quitinase e antibiose), dentre as quais 45 
apresentaram pelo menos um desses mecanismos, sendo que duas dessas bactérias 
inibiram o crescimento micelial do fungo através da produção de compostos voláteis. 
O isolado EP58 foi responsável por inibir em 58% o crescimento do micélio de Fop 
(Tabela 7). Estudos sugerem que a inibição do crescimento das hifas é o principal 
padrão de inibição ocasionado por espécies de Bacillus contra patógenos de 
Fusarium. Por exemplo, B. subtilis EU07 poderia inibir F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici em 64%; ainda, essas estirpes de B. subtilis reduziram o crescimento 
micelial de F. solani em 34,4% (Morsy et al., 2009). Estudos de Chan et al. (2003) 
mostraram que B. subtilis D1/2 mostrou inibição contra F. graminearum, F. 
subglutinans e F. verticilliodes com um espectro alvo mais amplo. Além disso, a 
inibição da esporulação dos fungos patogênicos também pode ser observada em 
algumas cepas de Bacillus. Dihazi et al. (2012) mostraram em seu estudo que B. 
amyloliquefaciens inibiu a esporulação de F. oxysporum em 86%. 
Dentre todos os isolados testados, nenhum apresentou inibição considerável 
contra o fungo Colletotrichum boninense. Espécie recentemente descrita (Moriwaki et 
al., 2003), C. boninense também é agente causal da antracnose em frutas e folhas de 
diversas plantas, sendo associada à essa fitopatologia em maracujá (Passiflora) no 
Brasil (Júnior et al., 2010) e na Flórida (Tarnowski e Ploetz, 2010); em pimenta 
(Capsicum annuum) (Tozze Jr et al., 2009) e plantas de café (Coffea arabica e C. 
canephora) no Brasil (Freitas et al., 2013); abacate (Persea americana) no México 
(Silva‐Rojas e Ávila‐Quezada, 2011); em folhas de eucalipto (Eucalyptus robusta) na 




bastante conhecida e causada por diferentes agentes etiológicos, em geral fungos do 
gênero Colletotrichum, até a presente data não se encontram estudos que relatem o 
uso de micro-organismos antagonistas para o controle biológico da doença originada 
pela espécie C. boninense. 
Dos dez isolados positivos no teste, seis apresentaram nível de antagonismo 
contra o fungo Phytophthora parasitica, inibindo entre 23,8-46% o crescimento do 
mesmo (Tabela 7). Resultados similares foram obtidos em trabalhos utilizando a 
mesma metodologia para testar o antagonismo de Serratia marcescens contra P. 
parasitica isolado de citros, no qual a bactéria inibiu de 37% a 40% do crescimento 
micelial do fungo (Queiroz e Melo, 2006); e Pseudomonas fluorescens que apresentou 
capacidade de inibição de até 55% do fungo (Gade e Armarkar, 2011). Yang et al. 
(2015) isolaram endofíticos de folhas de Ginkgo biloba, e obtiveram resultados 
significantes ao utilizarem duas linhagens de B. amyloliquefaciens (Fy11 e Zy44) em 
conjunto para inibição do crescimento de Phytophthora capsici. Nos testes in vivo em 
plantas de pimenteira, as linhagens foram capazes de reduzir em até 84% a incidência 
da doença na planta após 15 dias de inoculação. Os resultados indicaram que os 
mecanismos de efeito aditivo através das cepas combinadas podem ser devidos ao 
antagonismo direto de lipopeptídeos antifúngicos produzidos pela cepa Zy44, bem 
como à inibição indireta através da indução de resistência sistêmica pela cepa Fy11. 
Em relação ao fungo Rhizoctonia, cinco isolados pertencentes à cinco gêneros 
diferentes apresentaram atividade antagônica quando testados, sendo o isolado 
EP40, pertencente ao gênero Curtobacterium, responsável pela menor porcentagem 
de inibição (23%), enquanto o isolado EP58 (Bacillus), inibiu em 62,8% o crescimento 
do fungo (Tabela 2). Costa e colaboradores (2013) isolaram endofíticos de milho (Zea 
mays L.) e obtiveram isolados pertencentes ao gênero Streptomyces com capacidade 
de inibição de Rhizoctonia solani em 55%; tendência similar foi encontrada em 
trabalho com endofíticos de girassol, pimenta e niger, no qual os isolados do gênero 
Pseudomonas inibiram em até 40% o crescimento micelial do fitopatógeno 
(Rangeshwaran et al., 2002); Li e colaboradores, isolaram uma bactéria endofítica 
identificada como Bacillus subtilus e testaram sua capacidade antagônica frente ao 
fitopatógeno R. solani, e obteve-se redução de 61,4% do crescimento fúngico (Li et 
al., 2012), resultado semelhante ao obtido nesse teste com o isolado EP58. Em 
trabalho desenvolvido na Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA) com o maracujá-




as testaram quanto ao potencial antagônico frente ao fitopatógeno R. solani, causador 
da queima-da-teia-micélica. Utilizando metodologia similar, os autores obtiveram dois 
isolados (não identificados) que inibiram em 30,84% e 14,78% o crescimento micelial 
do fungo (Cardoso et al., 2014). 
Embora a alta eficiência in vitro observada nem sempre reflita em resultados de 
controle consistentes no ambiente natural, este pode constituir em um indicativo de 
candidatos promissores ao controle daqueles fitopatógenos. Estudos apontam que a 
introdução de espécies de Bacillus e similares apresenta um efeito menor sobre a 
estrutura e função da comunidade microbiana quando comparado com o uso de 
fungicidas, e que estas diferenças podem ser atribuídas aos baixos níveis de 
persistência ambiental e efeito tóxico destes micro-organismos (Correa et al., 2009). 
Dentre os dez isolados testados para analisar o potencial antibacteriano frente à 
bactéria Xap, apenas o isolado EP58 apresentou resultados significativos impedindo 
parcialmente o crescimento da bactéria fitopatogênica ao formar halos de inibição 





Figura 21. Atividade antagonista do isolado EP58 contra X. axonopodis pv. passiflorae pelo método 
agar well diffusion, onde A é a bactéria desafiante, e B é o isolado antagônico. 
 
Silva (2013) isolou 224 bactérias do filoplano do maracujazeiro (Passiflora edulis 
fv. flavicarpa) que foram testadas in vitro e in vivo, e obteve dois isolados que se 
mostraram efetivos no controle de X. axonopodis pv. passiflorae. Halfeld-Vieira e 
colaboradores (2015) isolaram bactérias de maracujazeiro coletadas em três estados 
brasileiros e através de ensaio de antagonismo in vitro contra diferentes cepas de Xap, 





tolaasii e Pseudomonas plecoglossicida formaram halos de inibição variando de 4-18 
mm e 20-25mm, respectivamente. Neste estudo, Halfeld-Vieira e colaboradores 
(2015) demonstraram que um mecanismo com implicações na redução da população 
epifítica de Xap, explica a capacidade de controle da ferrugem bacteriana do maracujá 
mediado por bactérias autóctones do filoplano. Independentemente da origem da cepa 
Xap, os resultados para todos antagonistas suportam as hipóteses de exclusão 
preventiva através da competição entre fontes de ferro e/ou carbono e nitrogênio 
orgânico como característica importante no controle da ferrugem bacteriana do 
maracujá. Yoshida e colaboradores (2001) constataram uma alta eficiência dos 
filtrados extracelulares de B. amyloliquefaciens endofíticos na inibição in vitro da 
Xanthomonas campestris pv. campestris. Entretanto, Wulff e colaboradores (2002) ao 
realizarem testes com os filtrados extracelulares e os antibióticos surfactina, acivina e 
iturina isolados a partir de Bacillus spp. não observaram inibição do crescimento da 
Xanthomonas campestris pv. campestris. 
Assim como no teste de antagonismo contra os fitopatógenos fúngicos, o isolado 
EP58 pertencente ao gênero Bacillus, foi o responsável pelos melhores resultados ao 
inibir o crescimento da bactéria Xap. Espécies desse gênero são conhecidas por 
serem produtoras de uma vasta gama de compostos antagonísticos de diferentes 
estruturas, tendo de 5 – 8% do seu genoma total relacionado a produção de 
metabólitos secundários (Fira et al., 2018). O uso e o número de espécies de Bacillus 
antagonisticamente importantes estão aumentando muito celeremente; elas têm uma 
capacidade única de se replicar rapidamente, resistentes a condições ambientais 
adversas e têm amplo espectro de capacidade de biocontrole. Essas linhagens 
exibem sua capacidade de biocontrole predominantemente através da atividade 
inibitória no crescimento de fitopatógenos, bem como induzindo resistência sistêmica 
em plantas e competindo por nichos ecológicos com patógenos de plantas (Shafi et 
al., 2017). Bactérias desse gênero tornaram-se agentes de controle biológico 
atraentes devido à sua capacidade de produzir endósporos duros e resistentes, e 
antibióticos que controlam uma ampla gama de fitopatógenos (Cawoy et al., 2011). 
O biocontrole exercido por espécies de Bacillus nas enfermidades de plantas 
pode se dar por natureza direta ou indireta. O antagonismo direto exercido contra 
fitopatógenos tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos de antibiose, como a 
síntese de substâncias antimicrobianas, a competição por espaço e nutrientes e a 




(2001) avaliaram a atividade antagonista da bactéria endofítica Bacillus subtilis frente 
a Fusarium moniliforme, patógeno da cultura do milho. Esse endófito apresentou 
resultados relevantes nos testes in vivo, já que essa bactéria ocupa o mesmo nicho 
dentro da planta, e pode ser considerada uma homóloga ecológica do fungo F. 
moniliforme, e o mecanismo biológico inibitório, independentemente do modo de ação, 
deve operar segundo o princípio da exclusão competitiva. Por outro lado, o 
mecanismo indireto é exercido pelo fenômeno da resistência sistêmica induzida (ISR 
- induced systemic resistance). Este mecanismo de disparo de resistência é 
observado, por exemplo, quando a colonização de raízes por algumas bactérias não 
patogênicas é capaz de proteger as partes da planta acima do solo contra o ataque 
de vários patógenos, sendo essa resposta de resistência chamada de ISR (Van Loon 
et al., 1998). Gond et al (2015) ao isolarem endofíticos de sementes de diferentes 
variedades de milho, identificaram duas espécies de Bacillus que foram eficazes ao 
reduzirem o crescimento de Fusarium moniliforme em ensaios in vivo e in vitro. Por 
meio da técnica de RT-qPCR, os autores verificaram a indução de genes de 
resistência da planta (principalmente PR-1, uma proteína antifúngica, e PR-4, também 
uma proteína do tipo quitinase) após a inoculação da linhagem endofítica de Bacillus 
subtilis SG JW.03 nas raízes. Nesse mesmo trabalho, a aplicação de lipopeptídeos 
extraídos dos isolados de Bacillus nas raízes da planta não resultou na indução de 
genes de resistência, sendo um indicativo de que esses peptídeos não foram os 
responsáveis pela ação antifúngica. 
Park e seus colaboradores (2007) avaliaram cinco linhagens de espécies de 
Bacillus contra Ralstonia solanacearum. A linhagem bacteriana EXTN-1 provou ser 
eficaz e mostrou que a redução da doença não se devia ao antagonismo direto, mas 
como resultado da elicitação dos genes de resistência das plantas hospedeiras. Os 
principais componentes da resistência sistêmica induzida são compostos fenólicos, 
modificações genéticas e estruturais, ativadores de resistência de plantas e ativação 
de armas enzimáticas. 
 
3.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS EXTRATOS ORGÂNICOS E 
DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA 
 
Com a extração do crescimento bacteriano em meio de cultura utilizando o acetato 




inibir o crescimento micelial dos fungos fitopatogênicos e da bactéria Xap. Dos dez 
isolados que foram submetidos à extração dos metabólitos, somente cinco 
apresentaram atividade contra alguns fungos fitopatogênicos e contra a bactéria 
(Tabela 8). Os resultados mostraram que novamente o extrato do isolado EP58 foi o 
que melhor apresentou atuação na inibição dos fitopatógenos, apresentando 
formação de halo contra os fungos Fop e Fsp, e também contra a bactéria (Figura 22, 
Figura 23, Figura 24), corroborando o teste de antagonismo. 
 
Tabela 8. Ação inibitória de extratos orgânicos de diferentes isolados contra Xanthomonas 





















Figura 22. Teste de antibiose do extrato do isolado EP58 (2,5 mg/mL) contra o fungo Fop. (A) Triplicata 
do teste e (B) Controle de crescimento. 
 
 
Figura 23. Teste de antibiose do extrato do isolado EP58 (5 mg/mL) contra o fungo Fsp. (A) Triplicata 










Figura 24. Teste de antibiose com extrato do isolado EP58 (5 mg/mL) contra a bactéria Xap. (A, B, C) 
Triplicata do teste; (D) Controle de crescimento; (E) Controle com antibacteriano Ácido Nalidixico (5 
mg/mL). 
 
O extrato proveniente do isolado EP27 apresentou atividade contra Fsp e Xag 
apenas na concentração de 10 mg/mL (Figura 25 e Figura 26). 
 
 
Figura 25. Teste de antibiose do extrato do isolado EP27 (10 mg/mL) contra o fungo Fsp. (A) Triplicata 









Figura 26. Teste de antibiose com extrato do isolado EP27 (10 mg/mL) contra a bactéria Xap. (A, B, C) 
Triplicata do teste; (D) Controle de crescimento; (E) Controle com antibacteriano Ácido Nalidixico (10 
mg/mL). 
 
Os extratos dos isolados EP23, EP24, EP25B, EP41A, EP55 não apresentaram 
atividade, enquanto os extratos dos isolados EP40, EP61B E EP72 apresentaram 
atividade de inibição contra Xap apenas na concentração de 10 mg/mL (Figura 27). 
Embora tenha apresentado ação antagonista relevante nos testes in vitro, os 
extratos do isolado EP58 não foram suficientemente eficientes nos ensaios contra os 
fitopatógenos, já que a concentração inibitória mínima se deu em altas concentrações 
(2,5 mg/mL e 5 mg/mL) do extrato. Deve-se considerar o fato de que os testes foram 
realizados com o extrato bruto de lipopeptídeos, o que resulta em valores de CIM 
maiores do que nos trabalhos que testam a eficiência dos metabólitos purificados, em 
ensaios de inibição contra fitopatógenos. Em estudo recente, Sarwar e colaboradores 
(2018) testaram o potencial antifúngico de extratos brutos de lipopeptideos extraídos 
de quatro espécies de Bacillus contra diferentes fungos fitopatogênicos. Esses 
extratos mostraram-se promissores contra F. oxysporum e F. solani, inibindo em até 
85% e 87% do crescimento micelial, respectivamente. Deepak e Jayapradha (2015) 
avaliaram os efeitos de lipopetideos extraídos de uma linhagem de B. thuringiensis 
contra o fungo Fusarium oxysporum, e obtiveram halos de inibição de 21 mm, e 0,05 
mg/mL do metabólito purificado como a concentração inibitória mínima. Zhao e 





agente de controle biológico de Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae, patogênico à 
banana, tomate, algodão, entre outras culturas de importância agronômica. Nos 
ensaios de CIM, os autores relataram que 50 µg/mL de fengicina A, um lipopetideo 
purificado a partir do filtrado celular da bactéria, foram suficientes para inibir 
completamente a germinação dos esporos e suprimir o crescimento micelial do fungo. 
Ainda, peptídeos isolados do caldo fermentativo de Bacillus amyloliquefaciens PT14, 
apresentaram CIM de 3,12 mg/L contra F. solani e de 6,25 mg/L contra F. oxysporum 
(Kim et al., 2015). 
 Tem sido relatado que cepas bacterianas recém-isoladas de seus ambientes 
naturais expressam genes para a produção de metabólitos antimicrobianos. Em 
condições de laboratório, as cepas bacterianas crescem como uma monocultura sem 
competidores microbianos e menos estresse, o que torna a produção de antibióticos 
desnecessária em uma cultura (Riley e Wertz, 2002). Isto leva a uma conclusão de 
que o caráter da produção de metabólitos antimicrobianos é instável e varia de acordo 
com as condições de incubação. 
 A produção de antibióticos por micro-organismos qualitativa e 
quantitativamente depende da cepa do micro-organismo produtor, bem como da 
composição do meio e das condições de biossíntese (Moita et al., 2005). No entanto, 
o meio de cultura é de importância crítica, porque a variação de sua composição pode 
afetar significativamente o rendimento dos antibióticos. Vários trabalhos utilizaram 
meios de cultura com diferentes fontes de nitrogênio e carbono, bem como diferentes 
temperaturas para produção de metabólitos secundários ativos e os reultados 
confirmaram a influência da linhagem analisada e das condições de cultivo (Akpa et 






Figura 27. Teste de antibiose com extratos dos isolados (10 mg/mL) contra a bactéria Xap. (A, B, C) 
Triplicata do teste do isolado EP72; (D, E, F) Triplicata do teste do isolado EP40; (G, H, I) Triplicata do 
teste do isolado EP61B; (J) Controle de crescimento; (K) Controle com antibacteriano Ácido Nalidixico 
(10 mg/mL). 
 
Mudanças no tipo e concentração de fontes de carbono, nitrogênio ou fósforo e 
de oligoelementos influenciam a biossíntese de antibióticos nas linhagens de Bacillus. 
O meio de cultivo utilizado para a produção e obtenção dos metabólitos do isolado 
EP58 foi o meio semissintético Landy, que contém ácido L-glutâmico como fonte de 





sais minerais. Esse meio tem sido amplamente utilizado em trabalhos para a 
biossíntese de antibióticos provenientes de linhagens desse gênero (Landy et al., 
1947; Akpa et al., 2001; Symmank et al., 2002; Willenbacher et al., 2015; Hmidet et 
al., 2017). Por exemplo, Alajlani e colaboradores (2016) extraíram lipopeptideos com 
atividade antibacteriana de um isolado de B. subtilis, onde a glicose era a única fonte 
de carbono fornecida. A glicose tem sido recomendada como fonte de carbono para o 
crescimento bacteriano, que envolve a produção de vários antibióticos como a 
bacitracina e a actinomicina (Gallo e Katz, 1972). Além disso, a glicose é a primeira 
fonte de carbono utilizada pelas células bacterianas para sintetizar antibiótico, e na 
ausência da mesma, os micro-organismos tendem a utilizar outras fontes de carbono 
para biossíntese destes metabólitos (Alkotaini et al., 2013). 
Linhagens do gênero Sphingomonas vêm sendo estudadas principalmente por 
seu potencial de biorremediação de ambientes contaminados (Story et al., 2004; San 
Miguel et al., 2009; Hesham et al., 2014; Zhou et al., 2016), descoloração e 
degradação de tinturas têxteis (McMullan et al., 2001) e produção de 
exopolissacarídeos, principalmente de agentes gelificantes, para aplicação nas 
indústrias  alimentícias e farmacêuticas (Sá-Correia et al., 2002; Wang et al., 2006; 
Arockiasamy e Banik, 2008; Schmid et al., 2014). Estudos quanto o potencial de 
bactérias dessas espécies para produção de antimicrobianos ainda são escassos. 
Park et al. (2009) relataram a produção e extração com acetato de etila de Glionitrina 
A, um antibiótico, através de experimentos de co-cultivo de uma espécie do gênero 
Sphingomonas sp. KMK-001 e do fungo Aspergillus fumigatus KMC-901, isolados de 
água de drenagem de minas ácidas. Esse metabólito apresentou resultados 
relevantes quando testados contra fungos e bactérias patogênicos, com concentração 
inibitória mínima de 0,78 µg/mL para bactérias do gênero Staphylococcus e 12,5 
µg/mL para o fungo Aspergillus fumigatus. Long et al (2007) relataram a síntese e 
avaliação de propriedades estimuladoras da série GSL-1 a GSL-4 de 
glicoesfingolípidos isolados da família Sphingomonadaceae. GSL-1 foi descrito como 
um estimulador de células NKT (Natural Killer T) potente. GSL-4, um metabólito 
isolado de uma cepa de Sphingomonas foi anteriormente encontrado por ter 
propriedades estimulantes de células NKT (Sriram et al., 2005). Romanenko e 
colaboradores (2007) ao descreverem Sphingomonas molluscorum, uma nova 
espécie isolada de ambiente marinho, relataram efeitos antagônicos do extrato 




e leveduras, mas não contra bactérias Gram-negativas ou fungos. Ao longo de 
estudos sobre as interações entre algas verde-azuladas e bactérias que lisam algas, 
Imamura et al. (2000) encontraram uma linhagem de Sphingomonas sp. que produziu 
um novo pentapeptídeo, Argimicina A, exibindo alta atividade algicida contra 
Microcystis spp. Em estudos posteriores com essa mesma linhagem e modificações 
nas condições de cultivo, dois novos compostos foram obtidos, Argimicina B e C, os 
quais apresentaram atividade potente e seletiva contra cianobactérias (Yamaguchi et 
al., 2003). Esses compostos foram obtidos em meio TSB e meio 702 (10 g polipeptona, 
2 g extrato de levedura, 1 g MgSO4·H2O, 1 L água destilada) e extraídos com metanol 
70%. 
Balachandran et al. (2012) isolaram uma linhagem Methylobacterium sp. de 
amostras de solo na Índia e testaram o potencial antimicrobiano do extrato de acetato 
de etila contra diferentes fungos e bactérias patogênicas. Utilizando o meio de cultura 
MNGA e condições de cultivo similares aos praticados neste trabalho, os autores 
relataram atividade antimicrobiana do extrato contra Bacillus subtilis, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, 
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, além 
de Candida albicans e Trichophyton rubrum. Os menores valores de CIM foram de 
250 µg/mL contra S. epidermidis e 250 µg/mL contra K. pneumonia. Além disso, o 
extrato obtido apresentou atividade citotóxica na linhagem celular de adenocarcinoma 
humano (A549). 
Estudos da atividade antimicrobiana de espécies de Curtobacterium têm sido 
pouco relatados, principalmente pelo fato de que essas bactérias são tradicionalmente 
conhecidas por serem patógenos de plantas. Por outro lado, o fato de o potencial 
antimicrobiano ser pouco estudado, pode sugerir que essas actinobactérias não 
miceliais podem ser uma fonte de compostos bioativos ainda inexplorada. 
Undabarrena et al. (2016) avaliaram o potencial antimicrobiano de isolados de 
Curtobacterium spp. provenientes de sedimentos marinhos e relataram forte atividade 
desses isolados contra Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus 
e Listeria monocytogenes, sugerindo diferentes mecanismos de ação destes 
compostos antibacterianos, já que foram efetivos contra bactérias Gram-negativas e 
Gram-positivas. Santos (2005) testou diferentes cepas de Curtobacterium 




obteve ação antagônica contra Methylobacterium spp. e Curtobacterium 
flaccumfaciens, patogênicos a plantas de citros. 
Os resultados obtidos neste estudo demonstram que é possível isolar bactérias 
endofíticas com boa eficiência para controle in vitro de diferentes fitopatógenos do 
maracujazeiro, permitindo o acesso a novos candidatos como agentes de biocontrole. 
Apesar de apresentarem valores de CIM relativamente superiores aos encontrados 
na literatura, através de modificações nos fatores cruciais para a produção de 
metabólitos, como temperatura, pH, período de incubação, solventes utilizados na 
extração, é possível melhorar o rendimento dos extratos e obter maior atividade dos 
compostos responsáveis pela ação antimicrobiana dos isolados. 
 
3.3. Caracterização do perfil metabólico dos extratos orgânicos 
 
Os extratos brutos de cada amostra foram analisados por espectrometria de 
massas de alta resolução no qual foi utilizada a fonte de ionização por eletrospray 
(ESI) no modo positivo para a determinação do perfil metabólico. Os valores de m/z 
encontrados nos espectros de massas foram comparados com os diferentes bancos 
de dados para identificação. Após o tratamento dos dados pelo programa, dos picos 
totais que foram detectados, foram subtraídos os picos que as amostras 
compartilhavam com a amostra branco (meio de cultura); em seguida foi feita a 
identificação dos picos que restaram com os bancos de dados integrados ao programa 
e os outros já citados disponíveis de acesso público. Realizou-se uma filtragem inicial 
desses picos identificados baseando-se nas informações a respeito dos compostos, 
objetivando-se manter para discussão apenas aqueles que fossem produtos naturais 
e bioativos, sendo descartados possíveis contaminantes e compostos que não foram 
relatados ou descritos nos bancos de dados como metabólitos secundários/produtos 
naturais. Sendo assim, grande quantidade de picos foi descartada nessa análise 
preliminar, restando apenas aqueles que apresentavam informações de interesse ao 
foco do trabalho. Nos casos em que não foi possível a identificação do composto pelos 
bancos de dados, o resultado foi apresentado como a fórmula molecular mínima 
gerada pelo programa. 
O cromatograma da Figura 28 mostra o perfil gerado pelas amostras do isolado 
EP27 pertencente a espécie Methylobacterium radiotolerans. Após o tratamento dos 




após a subtração dos picos referentes ao branco (apenas meio de cultivo). Na Tabela 
9 encontram-se listados os nomes dos compostos com a possível identificação, com 
respectiva massa molecular, razão massa-carga, tempo de retenção, o erro referente 
à comparação com a massa exata do composto, e o banco de dados no qual foi 
realizada a identificação do mesmo. Alguns picos não foram identificados em virtude 
de serem substâncias ainda não descritas na literatura ou possivelmente substâncias 
conhecidas, mas que ainda não foram registradas ou depositadas nos bancos de 
dados de metabólitos microbianos. 
 
Figura 28. Cromatograma obtido por análise em HPLC-QTOF-MS/MS do extrato do isolado EP27. 
 
A maioria dos picos detectados no extrato bruto do isolado EP27 foi encontrada 
também no meio de cultivo (branco), indicando que possivelmente os componentes 
do meio de cultivo não foram totalmente metabolizados pela bactéria para a produção 
de compostos. Dos cinco picos identificados, apenas o íon com m/z 523.2454 não foi 






















27a 284.3323 8.31 C19H41N 0.0011 1-aminononadecane DNP 





27c 469.2236 5.53 C28H28N4O3 0.0002 5-N-acetylardeemin MetaCyc 
27d 523.2454 10.29 C33H32N4O 0.0014 - - 
27e 273.1710 4.00 C15H20N4O 0 - - 
 
O composto 27a identificado como 1-aminononadecane, já foi reportado em 
diversos trabalhos por apresentar potencial antimicrobiano, sendo mais comumente 
encontrado em espécies vegetais (Saïdana et al., 2008; Selim et al., 2013; Choudhary 
e Singh, 2017), também sendo relatado como metabólito secundário de 
Brevibacterium casei (Kiran et al., 2015) e Saccharomyces cerevisiae, com atividade 
antibacteriana contra Proteus mirabilis, responsável por 90% de todas as infecções 
em humanos por bactérias do gênero Proteus (Al-Jassaci et al., 2016). 
O composto 27b é um derivado dos benzopirenos, também conhecidos como 
cromenos, que são produtos naturais que podem ser originários do shikimato ou de 
policetídeos, sendo largamente encontrados em plantas superiores (Bycroft e Payne, 
2013). Estão extensivamente relatados como agentes antimicrobianos (Mulwad e 
Shirodkar, 2003; Mladenovic et al., 2009; Nawaz et al., 2016), atividade tripanocida 
(Batista Jr et al., 2008), isolados de Streptomyces xiamenensis com propriedades anti-
fibrótica e anti-hipertrófica de cicatrizes (You et al., 2013), isolados do fungo Phellinus 
igniarius com atividade antioxidante e citotóxica (Wang et al., 2005). 
O composto 27c é classificado como uma ardeemina, uma classe de alcaloides 
indólicos peptidílicos estruturalmente relacionados às fumiquinazolinas (Hochlowski et 
al., 1993), que apresentam interessantes atividades biológicas que desencadeiam 
pesquisas aprofundadas dessas moléculas nos campos da biologia molecular, 
farmacologia e bioquímica. O nome ardeemina, vem de uma de suas propriedades: 
habilidade de reverter a insensibilidade às drogas (do inglês, ability to reverse drug 
insensitivity) (Haynes et al., 2013). Zhang et al. (2016) testaram os metabólitos 
secundários do fungo endofítico Aspergillus fumigatus, para atividade antimicrobiana 
contra Candida albicans, Peptostreptococcus anaerobius e Bacteroides distasonis, 




mesmo autor ainda testou quatro análogos de ardeeminas obtidas desse endofítico 
em ensaio de quimiossensibilização in vitro. O estudo indicou que estas ardeeminas 
tinham diferentes atividades em reverter o fenótipo multirresistente em três linhagens 
de células cancerosas, leucemia resistente à doxorrubicina K562/DOX, 
adenocarcinoma pulmonar humano cisplatina resistente à célula A549/DDP e câncer 
ovariano resistente à cisplatina SK-OV-S/DDP (Zhang et al., 2014). 
Os compostos 27d e 27e não foram identificados nos bancos de dados 
utilizados. 
A Figura 29 mostra o perfil cromatográfico gerado pelas amostras do isolado 
EP40 pertencente a espécie Curtobacterium pusillum. Foram encontrados 24 picos 
majoritários após o tratamento dos dados, e subtraindo-se àqueles referentes ao meio 
de cultivo e os quais não foram passíveis de identificação nos bancos de dados, quatro 
picos foram identificados e os outros seis tiveram apenas a fórmula molecular 
identificada. 
 
Figura 29. Cromatograma obtido por análise em HPLC-QTOF-MS/MS do extrato do isolado EP40. 
 
Na tabela abaixo (Tabela 10) estão listados os compostos com as possíveis 
identificações e os respectivos parâmetros. 
O composto 40a pertence à classe dos alcalóides pirrolidizínicos, que são 
produtos naturais de origem principalmente vegetal, com grande bioatividade e 




contra herbivoria (Fu et al., 2004; Robertson e Stevens, 2014). Apenas alguns 
alcalóides pirrolidizínicos de origem bacteriana foram obtidos a partir de espécies de 
Streptomyces, apresentando atividade antimicrobiana e antiproliferativa (Horiuchi et 
al., 1979; Buechter e Thurston, 1987; HU et al., 2003; Bugni et al., 2006); e reportados 
também em extratos brutos do fungo endofítico Penicillium sp. GD6, com potente 
atividade antibacteriana frente à Staphylococcus aureus (Zhou et al., 2014). 
O composto 40b foi identificado como uma amida, obtida como produto natural 
inicialmente da actinobactéria Streptomyces hygroscopicus. Essa molécula 
apresentou atividade antibacteriana frente à S. aureus, B. subtilis, Shigella boydii, 
Salmonella typhi, Sarcina lutea e E. coli (Hossain et al., 2004). 
 























40c 239.0782 3.90 C12H12N2O2 0.0009 N-Acetyl-α-oxotryptamine MassBank 
40d 398.2415 7.30 C21H33N3O3 0.0001 Alcalóide gaunidínico DNP 
40e 398.2484 7.30 C23H37NOS 0.0004 - - 
40f 398.2553 7.30 C25H33N3 0.0004 - - 
40g 414.2095 7.30 C19H29N5O4 0.0017 - - 
40h 414.2166 7.30 C26H27N3O2 0.0010 - - 
40i 453.1743 7.30 C25H26N4OS 0.0024 - - 
40j 494.5666 11.84 C34H71N 0.0007 - - 
 
O composto 40c foi identificado um alcaloide indólico, derivado de 
oxotryptamyne. Esse é um metabólito conhecido dos actinomicetos e foi inicialmente 
isolado de Streptomyces ramulosus (Chen et al., 1983). Martinez-Luis et al. (2012) 
isolaram essa molécula de Bacillus pumilus e relataram inibição do crescimento de 
amastigotos de Trypanossoma cruzi e atividade citotóxica moderada contra linhagens 
celulares Vero. Ainda, o composto 40c foi isolado dos fungos Scopulariopsis sp. 
(Elnaggar et al., 2017) e Inonotus vaninii (Yang et al., 2013). 
O composto 40d foi classificado como um alcalóide guanidínico. Por ser uma 
calsse de compostos com numerosas e diferentes propriedades e aplicações 




citotóxica (Aoki et al., 2004; Aron et al., 2004), antifúngica e antiviral (Jares-Erijman et 
al., 1991; Rubiolo et al., 2013; Barbie e Kazmaier, 2016). 
Os compostos 40e-40j não foram identificados nos bancos de dados utilizados, 
sendo possível apenas a dedução da fórmula molecular. 
A Figura 30 mostra o perfil cromatográfico gerado pelas amostras do isolado 
EP58 pertencente a espécie Bacillus sp. Foram encontrados 21 picos majoritários 
após o tratamento dos dados, e subtraindo-se àqueles referentes ao meio de cultivo 
e os quais não foram passíveis de identificação nos bancos de dados, um total de 
nove picos foram identificados nos bancos de dados. 
 
Figura 30. Cromatograma obtido por análise em HPLC-QTOF-MS/MS do extrato do isolado EP58. 
 
Na Tabela 11 estão listados os compostos com as possíveis identificações e os 
respectivos parâmetros. Os compostos 58j-58o não foram identificados nas bases de 
dados utilizadas. 
O composto 58a foi identificado como um alcalóide guanidínico, também 
encontrado e descrito no extrato do isolado EP40 (Composto 40d). 
O composto 58b foi identificado como uma dicetopiperazina (DKP), dipeptídeos 
ciclizados biossintetizados via NRPS (peptídeo sintetase não ribossomal) que vêm 
atraindo grande interesse na química medicinal. Leyton e colaboradores (2012)  
isolaram DKPs de um Bacillus sp. e relataram que essa molécula foi capaz de inibir o 




perdas na aquicultura. Em outro estudo, DKPs isoladas de Bacillus amyloliquefaciens 
mostram-se eficientes ao suprimir o crescimento de Phytophora spp. (Syed-Ab-
Rahman et al., 2018). Dicetopiperazinas e seus derivados já foram isolados de 
espécies de Pseudomonas, Streptomyces, Micrococcus e diferentes fungos como 
Aspergillus fumigatus, Colletotrichum crassipes, Colletotrichum gloeosporioides e 
Penicillium crustosum (Stierle et al., 1988; Jayatilake et al., 1996; Guimaraes et al., 
2010; Zhang et al., 2013; Alshaibani et al., 2017; Chapla et al., 2018). 
 
















58a 398.2415 7.30 C21H33N3O3 0.0001 Alcalóide guanidíco DNP 
58b 398.2484 7.30 C23H31N3O3 0.0023 Dicetopiperazina DNP 
58c 425.2217 6.69 C26H30N2O2 0.0018 Alcalóide indólico DNP 
58d 425.2288 6.69 C24H34O5 0.0010 Macrolactin MassBank 
58e 437.1946 7.55 C24H30O6 0.0012 Sesquiterpeno MetaCyc 
58f 441.2008 6.69 C24H28N2O6 0.0010 Streptophenazine DNP 
58g 1035.6843 6.96 C39H67N5O11 0.0010 Esperin MassBank 
58h 1044.6618 11.31 C52H91N7O13 0.0052 Surfactin B MassBank 
58i 1058.6745 11.52 C53H93N7O13 0.0091 Surfactin C MassBank 
58j 398.2346 7.30 C26H33NO 0.0030 - - 
58k 425.2359 6.69 C22H34N4OS 0.0014 - - 
58l 441.2081 6.69 C21H30N4O5 0.0014 - - 
58m 441.2081 6.69 C21H30N4O5 0.0027 - - 
58n 453.1743 7.55 C26H26N2O4 0.0042 - - 
58o 1044.6395 11.31 C54H91N3O15 0.0053 - - 
 
O composto 58c foi identificado um alcalóide indólico. Suas promissoras 
atividades biológicas e estruturas químicas complexas têm levado a vários esforços 
sintéticos em direção a essa classe de alcalóides. Compostos dessa classe já foram 
relatados em Bacillus (Xie et al., 2018), Lysinibacillus fusiformis (Park et al., 2012) e 
em diversos táxons bacterianos (Xu et al., 2012), fungos endofíticos (Du et al., 2012; 
Ali et al., 2019), e possuem atividade antitumoral (Kumar et al., 2013) e antimicrobiana 
contra variados patógenos de importância clínca e agrícola (Medeiros et al., 2011; 
Martinez-Luis et al., 2012; Ding et al., 2018)  Koodkaew e colaboradores (2012) 
realizaram um estudo fisiológico com ambiguine isonitrile D em plântulas de cenoura 
e notaram uma supressão da atividade de crescimento das mesmas. O estudo 




crescimento das raízes. A molécula causou um aumento na geração de espécies 
reativas de oxigênio (ROS) e foi associado com a peroxidação lipídica e morte celular 
observadas. Esses processos oxidativos provavelmente desempenham um papel 
fundamental na ação fitotóxica do composto nas plantas. 
O composto 58d foi identificado como uma macrolactina, que é um grupo grande 
de antibióticos macrolídeos, descoberto pela primeira vez em uma espécie de Bacillus 
marinho (Gustafson et al., 1989). Esse grupo de composto é biosintetizado através de 
policetídeos sintase (PKS) e apresenta inúmeras propriedades biológicas tais como 
atividade antiviral e antiproliferativa (Gustafson et al., 1989), anti-inflamatória (Park et 
al., 2014) e atividade bacteriostática contra patógenos de importância clínica como 
Burkholderia cepacia, cepas resistentes de Staphyloccocus aureus e enterococos 
resistentes à vancomicina (Romero-Tabarez et al., 2006). Diversos estudos vêm 
relatando sua capacidade de biocontrole de diferentes patógenos bacterianos (Chen 
et al., 2009; Wang et al., 2012; Yuan et al., 2012), e também dos fungos Pestalotiopsis 
theae e Colletotrichum gloeosporioides (Li et al., 2016) e Fusarium graminearum 
(Chen et al., 2018). Yuan et al. (2016) sugeriram que a aplicação de uma mistura de 
macrolactinas no solo pode diminuir a diversidade da comunidade bacteriana desse 
ambiente e alterar a estrutura desse microbioma. Além disso, as populações de 
espécies bacterianas intrínsecas que abrigam genes responsáveis pela produção de 
macrolactina foram inibidas quando a fonte externa de antibiótico foi aplicada. 
O composto 58e foi classificado como um derivado de sesquiterpeno. Os 
terpenos são geralmente considerados como metabólitos de plantas ou fungos, 
embora um pequeno número de terpenos odoríferos de origem bacteriana seja 
conhecido há muitos anos. Recentemente, extenso sequenciamento do genoma 
bacteriano e análises de bioinformática de proteínas bacterianas têm revelado a 
presença desses metabólitos nesses micro-organismos (Nakano et al., 2011; Yamada 
et al., 2015). Também podem ser encontrados na forma de óleos essenciais e 
constituintes aromáticos com diversas atividades farmacológicas (Fraga, 2013).  
Esses compostos são poderosos antibióticos capazes de induzir apoptose em células 
cancerígenas (Misiek et al., 2009), possuem ação antifúngica contra Aspergillus 
nidulans, Aspergillus flavus e Penicillium notatum (Bohnert et al., 2014) e forte 
atividade antibacteriana frenteà S. aureus, Micrococcus luteus e Bacillus subtillus 




O composto 58f pertence à classe das fenazinas, potentes antibióticos que 
consistem em dois anéis de benzeno ligados através de dois átomos de nitrogênio, e 
que são isolados principalmente das linhagens de Pseudomonas e Streptomyces do 
solo ou de habitats marinhos (Schneemann et al., 2011; Liang et al., 2017). Padaria 
et al. (2016) isolaram uma fenazina de Bacillus pumillus MTCC7615 e confirmaram 
seu potencial de biocontrole frente à Rhizoctonia solani. Apresentam atividade 
antibacteriana contra Bacillus cereus (Bunbamrung, 2014), S. aureus e Escherichia 
coli (Liang et al., 2017), e atividade antifúngica frente à Fusarium oxysporum f. sp. 
radicis lycopersici, causador da podridão da raiz do tomate (Chin et al., 2000). 
Os compostos 58g, 58h e 58i são lipopeptídeos pertencentes à família das 
surfactinas, sendo a mais estudada e bem documentada família de lipopetídeos 
produzidas por Bacillus subtilis, pois foi a primeira a ser descoberta nessa espécie 
(Wilson et al., 1987; Zimmerman et al., 1987). As surfactinas constituem a maior classe 
de antibióticos lipopeptídicos produzidos por Bacillus spp. e sua biossíntese é via 
peptidío sintetase não ribossomal (NRPS) (Moyne et al., 2004). São extensivamente 
relatados como agentes de biocontrole de uma vasta gama de patógenos (Bacon e 
Hinton, 2011; Gond et al., 2015; Jasim et al., 2016; Toral et al., 2018; Hazarika et al., 
2019), além de atividade antiviral (Huang et al., 2006) e antimicoplasmática 
(Vollenbroich et al., 1997). Bacillus endofticamente associados vêm sendo explorados 
para a produção de compostos lipopeptídicos bioativos que visam e se ligam 
diretamente à membrana bacteriana. A ligação à membrana provoca uma rápida 
despolarização, que causa a translocação do peptídeo da membrana e ataca alvos 
intracelulares. Devido ao mecanismo de ligação direta destes compostos à 
organismos alvo ao invés da interferência na inibição da síntese de parede celular ou 
síntese proteica, foi descrito que esses metabólitos têm um papel chave na prevenção 
do desenvolvimento de resistência. Além disso, a presença de uma sequência de 
aminoácidos ligada a Asp-Gly os torna suscetíveis à degradação sob condições 
químicas e fisiológicas, permitindo sua eliminação do ambiente (Straus e Hancock, 
2006). 
A Figura 31 mostra o perfil cromatográfico gerado pelas amostras do isolado 
EP61B pertencente a espécie Sphingomonas leydii. Foram encontrados 13 picos 
majoritários após o tratamento dos dados, e subtraindo-se àqueles referentes ao meio 
de cultivo e os quais não foram passíveis de identificação nos bancos de dados, um 





Figura 31. Cromatograma obtido por análise em HPLC-QTOF-MS/MS do extrato do isolado EP61B. 
 
Na Tabela 12 estão listados os compostos com as possíveis identificações e os 
respectivos parâmetros. O composto 61Bc não foi identificado nos bancos de dados, 
sendo possível chegar apenas à sua fórmula molecular. 
 















61Ba 267.0750 1.72 C15H10N2O3 0.0014 Alcalóide indólico DNP 





61Bc 469.2236 5.52 C28H28N4O3 0.0002 5-N-acetylardeemin PubChem 
61Bd 443.3381 10.90 C26H42N4O2 0 - - 
 
O composto 61Ba foi identificado como um alcalóide indólico e são obtidos 
principalmente em plantas superiores, fungos e organismos marinhos, sendo 
identificados mais de 60 membros dessa classe (Bröckelmann et al., 2004; Takos e 
Rook, 2013; Tanaka et al., 2013; Nhan e Loc, 2017). Esse grupo apresenta potente 
atividade antifúngica (He et al., 2002; Thouvenel et al., 2003; Dejos et al., 2013) e 
propriedades antibacterianas (Chen et al., 1994; O'Donnell e Gibbons, 2007). Kumala 




isolado de Brucea javanica, identificaram um composto como canthin-6-one com 
atividade citotóxica contra a linhagem de células leucêmicas L1210. 
O composto 61Bb pertence a um grupo de cetoácidos. Compostos desse grupo 
já foram encontrados como metabólitos secundários de diversos micro-organismos 
endofíticos com diferentes propriedades bioativas. Lu e colaboradores (2011) 
relataram atividade antifúngica de 5-phenyl-4-oxopentanoic acid obtido do fungo 
endofítico Cytospora sp. contra os fungos Microbotryum violaceum, Botrytis cinerea e 
Septoria tritici e excelente atividade antibacteriana contra Bacillus megaterium. 
Mazunina et al. (2016) testaram os metabólitos secundários do fungo Aspergillus 
candidus para atividade antagonista frente a diferentes nematóides patógenos de 
interesse agrícola e o composto identificado como 3-hydroxy-5-methoxy-3-
(methoxycarbonyl)-5-oxopentanoic acid foi responsável por diminuir a mobilidade do 
parasita Ditylenchus destructor em ensaios in vivo. 
O composto 61Bc foi identificado como uma ardeemina, já encontrada e descrita 
no extrato do isolado EP27.  
A Figura 32 mostra o perfil cromatográfico gerado pelas amostras do isolado 
EP72 pertencente a espécie Curtobacterium pusillum. Foram detectados 16 picos 
majoritários após o tratamento dos dados, e subtraindo-se àqueles referentes ao meio 
de cultivo e os quais não foram passíveis de identificação nos bancos de dados, um 
total de seis picos foram identificados nos bancos de dados. Os picos gerados pelo 
branco (meio de cultura) seguem o mesmo padrão encontrado na amostra do isolado 






Figura 32. Cromatograma obtido por análise em HPLC-QTOF-MS/MS do extrato do isolado EP72. 
 
Na Tabela 13 estão listados os compostos com as possíveis identificações e os 
respectivos parâmetros. 
 




















72b 267.1089 3.95 C11H14N4O4 0.0001 7-Deazaadenosine DNP 





72d 347.1335 3.95 C15H22O9 0.0002 Iridóide glucosídico DNP 
72e 507.2701 10.29 C29H40O6 0.0016 Stigmatellin Y KEGG 
72f 1124.7123 6.25 C54H96N10O15 0.0011 Viscosinamide ChemSpider 
72g 347.1013 3.95 C18H16N2O4 0.0011 - - 
72h 347.1142 3.95 C19H18N1O4 0.0014 - - 
72i 347.1206 3.95 C15H20N2O6 0.0007 - - 
72j 383.1555 4.76 C23H24N2S 0.0003 - - 
72k 383.1623 4.76 C18H26N2O5S 0.0012 - - 
72l 398.2484 7.32 C23H37NOS 0.0004 - - 
72m 507.2778 10.29 C23H40N4O7 0.0014 - - 
72n 1125.7498 10.39 C58H102N8O12 0.0011 - - 




O composto 72a também foi encontrado no no extrato do isolado EP40 
(composto 40c), identificado como um alcaloide indólico. 
O composto 72b foi identificado como 7-Deazaadenosine, um antibiótico análogo 
à adenosina, obtido inicialmente de Streptomyces tubercidicus. É um antibiótico 
ribonucleosídeo púrico que substitiu a adenosina no sistema biológico, mas a sua 
incorporação ao DNA e ao RNA tem um efeito inibitório no metabolismo desses ácidos 
nucléicos. Esse composto inibe diversos processos metabólicos, incluindo a síntese 
de RNA, de ácidos nucléicos e de proteína (Anzai et al., 1957; Bloch et al., 1967). 
Estudos relatam atividade antiviral em relação a Vaccinia, Reovirus III e Mengiovirus 
(Acs et al., 1964) e hepatite C (Olsen et al., 2004), atividade anti-leishmania (Aoki et 
al., 2009) e antifúngica contra Phytophtora capsici (Hwang e Kim, 1995). 
O composto 72c foi identificado como ácido 1,2-benzoldicarboxílico, também 
conhecido como ácido ftálico. Já foi identificado como metabólito secundário em 
diversos micro-organismos endofíticos, incluindo os fungos Fusarium oxysporum 
isolados da planta medicinal Smallanthus sonchifolius (Nascimento et al., 2012) e 
Aspergillus flavipes KF671231, associado à planta medicinal Stevia rebaudiana 
(Verma et al., 2014); e as bactérias Nocardia levis MK-LV 113 (Kavitha et al., 2010) e 
Bacillus atrophaeus (Mohamad et al., 2018). Meenambiga e Rajagopal (2018) 
investigaram os metabólitos secundários do fungo endofítico Aspergillus nidulans e 
observaram que o ácido 1,2-benzoldicarboxílico foi responsável pela redução de 75% 
na formação de biofilme causada por Candida albicans; enquanto Seanego e Ndip 
(2012) relataram atividade antibacteriana do composto frente à Streptococcus 
pyogenes, Staphylococcus aureus, Plesiomonas shigelloides e Salmonella 
typhimurium. 
O composto 72d foi identificado como um iridóide glicosídico, mais comumente 
encontrado como metabólito secundário de plantas. Estudos reportam atividade 
antimicrobiana contra S. aureus, B. cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa e 
Salmonella typhi (Davini et al., 1986; Li et al., 2014). Shirley e colaboradores (2017) 
observaram que Aucubina causou uma redução dose-dependente no crescimento 
total, na formação de biofilme, na atividade metabólica e na hidrofobicidade da 
superfície celular de C. albicans. Isso demonstra sua eficácia como antifúngico e 





O composto 72e foi identificado como um antibiótico obtido inicialmente da 
myxobactéria Stigmatella aurantiaca, sendo um potente inibidor de transferência de 
elétrons dos transportes fotossintético e de elétrons respiratórios (Thierbach et al., 
1984; Oettmeier et al., 1985). É biossintetizado pela via dos PKS (Gaitatzis et al., 
2002) e apresenta potente atividade antimicrobiana (Thierbach et al., 1984; Graça et 
al., 2016). Boopathi et al. (2017) isolaram Stigmatellin Y de metabólitos secundários 
extracelulares de Bacillus subtilis BR4 e a utilizaram como uma molécula antibiofilme 
contra Pseudomonas aeruginosa pela primeira vez. Além disso, em um outro estudo 
os autores relataram que esse composto funciona como inibidor de vias de quorum 
sensing responsáveis pela ativação de respostas de virulência em P. aeruginosa, 
tornando-se um potencial candidato para terapia contra esse patógeno (Soheili et al., 
2019). 
O composto 72f é classificado como uma surfactina, classe de lipopeptídeos 
comumente encontradas em espécies de Bacillus, já descritas no extrato do isolado 
EP58. Thrane e colaboradores (2000) obtiveram esse composto de Pseudomonas 
fluorescens DR54 e demonstraram que o mesmo é capaz de induzir mudanças 
fisiológicas em Pythium ultimum e Rhizoctonia solani, in vivo e in vitro. Ainda, foi 
possível observar em ensaios de microcosmos, efeitos sobre a formação de 
zoósporos de P. ultimum e enquistamento desses esporos na presença de 
viscosinamide (Thrane et al., 1999; Hansen et al., 2000).  
Os grupos de compostos detectados nos extratos bacterianos se mostraram 
bastante diversos, mesmo que através de uma identificação putativa, ressaltando 
diferentes classes de metabólitos secundários com amplo espectro de atividades 
biológicas. Embora existam compostos detectados na análise que inicialmente foram 
obtidos de plantas superiores, na sua grande maioria os metabólitos observados são 
de origem microbiana. Os perfis químicos dos isolados pertencentes aos gêneros 
Bacillus (EP58) e Curtobacterium (EP72) foram os que apresentaram o maior número 
de compostos detectados. Espécies do gênero Bacillus são hábeis produtoras de 
compostos bioativos com larga aplicação na indústria farmacêutica, através dos 
inúmeros antibióticos originários dessa bactéria, e no setor agrícola, como fonte de 
agentes antifúngicos (Sumi et al., 2014; Shafi et al., 2017). A despeito de não haver 
muitos registros na literatura acerca do potencial bioativo de espécies do gênero 
Curtobacterium (Firáková et al., 2007; Das et al., 2017; Ferrigo et al., 2017), 




responsáveis pela produção de mais de 10.000 compostos biologicamente ativos com 
variadas aplicações (Qin et al., 2011; Barka et al., 2016). De modo oposto, 
investigações sobre os perfis químicos dos metabólitos secundários de 
Sphingomonas spp. e Methylobacterium spp., utilizando HPLC-MS/MS, são escassos 
na literatura, dificultando a comparação e identificação dos compostos produzidos por 
esses gêneros (Yamaguchi et al., 2003; Asker et al., 2007; Kiefer et al., 2008; Reaser 
et al., 2016). Todavia, a ausência de estudos sobre esses metabólitos pode 
representar uma fonte de investigações para explorar o potencial desses micro-
organismos para a produção de biomoléculas de interesse. 
Ainda que seja possível detectar diversas biomoléculas através de análises por 
HPLC-MS/MS, não há como identificar todos os compostos presentes nos extratos 
microbianos, visto que essas moléculas apresentam uma vasta riqueza de estruturas 
e o número de isômeros de cada uma delas é muito grande. Embora a análise seja 
feita com instrumentos de alta resolução, não é possível afirmar que a identificação 
do composto seja acurada, seja ela obtida através do algoritmo do programa e mesmo 
pela comparação com os bancos de dados; por isso em alguns casos, os metabólitos 
forem identificados apenas à nível de classe de compostos. Para se ter maior acurácia 
na identificação dessas moléculas, é necessário a utilização de análises elementares 
e técnicas complementares tais como espectroscopia por ressonância magnética 
nuclear (RMN), cristalografia de raios X, espectrometria de emissão óptica por plasma 
acoplado indutivamente (ICP-OES), espectroscopia de infravermelho por 
transformada de Fourier (FTIR), dentre outras, para garantir a completa identificação 
dos compostos em questão. 
Um dos possíveis erros de identificação de biomoléculas que podem ocorrer 
nesse tipo de análise, é que compostos que contenham heteroátomos podem perder 
moléculas menores. Essas perdas acabam levando, em muitos casos, a propor 
estruturas incorretas, como no caso da Malhamensilipin A, um metabólito bio-
sulfuroso de bissulfato isolado da alga Poterioochromonas malhamensis, que se 
acreditava inicialmente ser um análogo de monossulfato (Pereira et al., 2010). A água 
é outra molécula comumente encontrada que é perdida. Assim, um produto isolado 
da esponja marinha Haliclona fascigera e identificado como (+) - helianano (Harrison 
e Crews, 1997) com base em extensos estudos de RMN e HR-MS, foi encontrado 
após muito trabalho sintético como curcudiol, um produto natural encontrado na 




Alguns metabólitos identificados nos extratos dos endofíticos são originários de 
micro-organismos diferentes e mesmo distantes das bactérias das quais os 
compostos foram obtidos. Estudos sugerem a ocorrência de transferência horizontal 
de clusters gênicos biossintéticos entre bactérias e entre reinos (Penalva et al., 1990; 
Khaldi et al., 2008; Jensen, 2016; Choudoir et al., 2018). Para confirmar essa hipótese, 
Vior e colaboradores (2018) realizaram um estudo acerca da biossíntese do antibiótico 
Bicyclomycina (BCM), produzido pela actinobactéria Streptomyces cinnamoneus DSM 
41675 e mais outras duas espécies de Streptomyces. A descoberta do cluster gênico 
responsável pela produção do antibiótico permitiu a identificação de vias de BCM 
codificadas pelos genomas de centenas de isolados de Pseudomonas aeruginosa 
distribuídos globalmente, e a expressão heteróloga da via de P. aeruginosa 
SCV20265 demonstrou que o produto é quimicamente idêntico ao BCM produzido por 
S. cinnamoneus. Ademais, os clusters gênicos putativos de BCM foram encontrados 
em pelo menos sete gêneros abrangendo Actinobactérias e Proteobactérias 
(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria). Deve-se ressaltar 
que essa é apenas uma hipótese, que não foi testada e que não constitui objeto do 
presente estudo, portanto, para confirmação é necessária uma investigação mais 
profunda acerca dessa possibilidade. 
Embora a técnica e a análise dos dados possam apresentar alguns vieses, as 
vantagens mais importantes da HPLC-MS/MS são a alta sensibilidade e o alto 
rendimento em combinação com a possibilidade de encontrar a identidade dos 
componentes presentes em amostras biológicas complexas, juntamente com a 
detecção e identificação de compostos desconhecidos e inesperados. A abordagem 
utilizada no trabalho se mostrou eficiente ao detectar diversos compostos de variadas 
classes de produtos naturais, evidenciando que os micro-organismos endofíticos 
representam uma fonte valiosa de metabólitos a ser explorada para aplicação nos 
setores farmacêuticos e agrícolas, como potenciais agentes de biocontrole e 












• Neste capítulo foi possível observar o potencial de biocontrole das bactérias 
endofíticas isoladas de tecidos foliares de Passiflora incarnata frente aos principais 
patógenos fúngicos e bacterianos que provocam prejuízos aos cultivares da planta de 
maracujá. 
• Dentre as 141 bactérias testadas nos ensaios de antagonismos, dez endófitos 
se destacaram pela capacidade de supressão do crescimento desses patógenos, em 
menor ou maior nível de inibição. São eles: Bacillus sp. (1), Brevundimonas albigilva 
(1) Curtobacterium pusillum (2), Methylobacterium rhodesianum (1), Methylobacterium 
radiotolerans (3) e Sphingomonas leidyi (1) e Sphingomonas yabuuchiae (1). 
• Ficou evidenciado a capacidade antagonista do isolado EP58 (Bacillus sp.), 
sendo capaz de reduzir em até 66,6% o crescimento do fungo Colletotrichum 
gloeosporioides, e formar halos de inibição de até 35 mm contra a bactéria 
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. 
• De maneira similar, os extratos orgânicos obtidos dos isolados mostraram boa 
atividade de inibição dos patógenos nos ensaios de difusão em ágar, e confirmou a 
capacidade do isolado EP58 em controlar e suprimir o crescimento desses 
fitopatógenos. 
• Os perfis químicos dos extratos orgânicos mostraram uma grande variedade 
de compostos, com antibióticos, alcaloides e outras classes de produtos naturais. 
Além disso, foram detectados compostos não identificados, evidenciando a 
possibilidade de descoberta de novas biomoléculas. 
• Verificou-se potencial desses endófitos para uso como agentes de biocontrole, 
necessitando maiores investigações para elucidação do mecanismo de ação desses 






Capítulo IV. Avaliação do potencial genético e fenotípico dos 








Flavonoides são metabólitos secundários de plantas que ocorrem em grande 
variedade de frutas e vegetais, e apresentam uma estrutura química genérica que 
consiste em 15 átomos de carbono (C6-C3-C6): dois anéis aromáticos (anéis A e B) 
ligados por um pirano heterocíclico C que contém um oxigênio (Figura 33) (Turnbull et 
al., 2004; Kumar e Pandey, 2013a). Esses metabólitos têm propriedades e aplicações 
significativas, como a atividade antioxidante que confere efeitos benéficos na doença 
coronariana, câncer e alergias (Steinmetz e Potter, 1996; Shaik et al., 2006). 
Compostos derivados de flavonoides chamam muita atenção dos pesquisadores, 
tanto para pesquisa relacionada à saúde quanto para aplicações nutricionais 
comerciais. Até o momento, a produção de flavonoides depende principalmente do 
isolamento em plantas (Du et al., 2011). O baixo rendimento de flavonoides ainda 
permanece um gargalo para as suas aplicações de grande escala. Quando estes 
compostos são separados de materiais vegetais, a disponibilidade de flavonoides na 
planta é limitada primeiramente por variações sazonais e regionais. Além disso, 
continua a ser um grande desafio a separação de compostos flavonoides puros do 
material vegetal, devido às baixas concentrações de certos flavonoides e a numerosos 
produtos naturais similares nas plantas (Du et al., 2010). 
 
 
Figura 33 Estrutura química geral de um flavonoide. Fonte: (Brand et al., 2010) 
 
Nas plantas, a estrutura comum dos flavonoides é biossintetizada a partir dos 
metabólitos derivados do ácido chiquímico e acetil-coA. O ácido chiquímico produz a 
fenilalanina que é o precursor inicial da síntese dos flavonoides. O aminoácido 
fenilalanina é desaminado pela enzima fenilalanina-amônia-liase (PAL) e produz o 
ácido cinâmico. Este é convertido em ácido p-cumárico por ação da enzima 4-




enzima p-cumarato/CoA liase originando a p-cumaroil-CoA. A p-cumaroilCoA, ao 
reagir com três moléculas de malonil-CoA forma a chalcona. Esta reação é catalisada 
pela enzima chalcona sintetase (CHS). Finalmente, ocorre a ciclização do anel da 
chalcona pela ação da enzima chalcona isomerase (CHI), originando a flavanona 
(naringenina), com o núcleo básico de todos os flavonoides (Figura 34). Todos os 
flavonoides são produzidos a partir desse precursor, através de modificações por 
várias enzimas. Por exemplo, a flavona sintase I (FNS I) sintetiza a apigenina da 
naringenina e da flavanona 3b-hidroxilase (F3H) e a flavonol sintase (FLS) 
sequencialmente converte a naringenina em diidrokaempferol e kaempferol (Heller, 
1986; Winkel-Shirley, 2001; Andersen e Markham, 2005). 
 
 
Figura 34. Esquema simplificado da biossíntese de flavonoides. Fonte: (Andersen e Markham, 2005) 
 
Uma das barreiras para a produção de flavonoides e seus compostos 
relacionados em micro-organismos por meio da montagem de genes biossintéticos 







à membrana. C4H é uma monoxigenase do citocromo P450, necessitando de 
regeneração por uma redutase desse citocromo. Esta enzima não é expressa de 
forma eficiente em bactérias devido à sua instabilidade, e a sua ativação requer 
oxigênio molecular e um equivalente redutor do NADPH administrado através da 
redutase do citocromo P450 (Pompon et al., 1996). Alguns micro-organismos não 
possuem o citocromo P-450 hidroxilase. Por isso, como as monoxigenases do 
citocromo P450 e suas redutases cognatas não estão bem expressas nas bactérias 
(Hotze et al., 1995), um hospedeiro bacteriano pode não ser o ideal, dependendo do 
produto final desejado. Outra consideração importante em relação à escolha do 
hospedeiro de produção é a capacidade de usar eficientemente fontes baratas de 
carbono e a capacidade de canalizar o carbono para o produto desejado. Assim, além 
de uma via biossintética otimizada, é essencial que o metabolismo do hospedeiro 
possa ser adaptado à produção heteróloga durante a fermentação, e que a formação 
indesejada de subprodutos, resultando na perda de carbono, possa ser eliminada. 
Este capítulo trata da análise genética para o potencial de produção de 
flavonoides por bactérias endofíticas isoladas de P. incarnata (publicação) e em 
seguida, a parte complementar através de ensaios funcionais para a avaliação da 








ENDOPHYTIC BACTERIA FROM Passiflora incarnata L. LEAVES WITH 
GENETIC POTENTIAL FOR FLAVONOID BIOSYNTHESIS1 
 
 
1Capítulo aceito para publicação no livro “Microbial Probiotics for Agricultural 











1. Introduction  
Flavonoids are plant-specific secondary metabolites synthesized by the 
phenylpropanoid pathway and consist of a large group of polyphenolic compounds 
having a benzo-γ-pyrone as their central structure. Flavonoids are ubiquitously present 
in the plant kingdom (Kumar,Pandey. 2013; Weston,Mathesius. 2013). Over 9,000 
compounds of this group have been described, and due to their physical and 
biochemical properties, they can interact with several targets at different subcellular 
levels in the plant (Mierziak et al., 2014). They play various biological functions, 
including protection against ultraviolet (UV) radiation and phytopathogens, signaling 
during nodulation, root and shoot development, auxin transport, providing pigmentation 
to attract pollinators and due to their antioxidative properties, they also maintain a 
redox state in plant cells (Falcone Ferreyra et al., 2012; Samanta et al., 2011) .  
Because they are metabolites with many beneficial functions, investigators have 
genetically manipulated the molecular mechanisms of their synthesis to apply them in 
human health and nutrition, the pharmaceutical industry, crop yield and protection 
(Trantas et al., 2015b; Ververidis et al., 2007). Currently, flavonoids are obtained by 
extraction from plant systems. However, this is a time-consuming process that requires 
the use of non-environmentally safe solvents (Trantas et al., 2015a). In addition, 
separating pure flavonoid compounds from plants material result an unprofitable and 
laborious activity because the low concentrations of certain flavonoids and numerous 
phytoconstituents with similar structure to flavonoids (Du et al., 2010). Therefore, these 
molecules have been the target of metabolic engineers for the last 10 to 15 years and 
various approaches have been developed and used to produce flavonoids and their 
derivatives (Pandey et al., 2016) .Characterization of genes encoding both structural 
enzymes and regulatory proteins, involved in the biosynthesis of flavonoids, has 
allowed the synthesis of flavonoids in heterologous hosts. Furthermore, some studies 
have also reported the natural production of several flavonoids in endophytic fungi 
(Ebada et al., 2016; Pan et al., 2017; Qiu et al., 2010; Seetharaman et al., 2017a) .In 
bacteria, heterologous expression and engineering studies have only been reported in 
the cases of E. coli (Fowler et al., 2009; Horinouchi. 2008; Kaneko et al., 2003; 
Katsuyama et al., 2007; Leonard et al., 2007), Streptomyces venezuelae (Park et al., 
2010) and Streptomyces albus (Marín et al., 2017) ; and also in yeasts such as 




The genus Passiflora L. comprises about 520 species of dicotyledonous plants in the 
family Passifloraceae. Most species are vines and have been widely found throughout 
Central and South America; some species also occur in North America, Southeast Asia 
and Australia (Dhawan et al., 2004). Several species have a long history of use as 
traditional herbal medicines. Passiflora incarnata is the most popular species of this 
genus. P. incarnata contains several phytoconstituents including alkaloids, phenols, 
glycosyl flavonoids and cyanogenic compounds (Patel et al., 2009). Therefore, it has 
been widely used as analgesic, anti-spasmodic, anti-asthmatic, deworming medicine 
and for the treatment of insomnia and anxiety (Miroddi et al., 2013). The main chemical 
constituents of the passionflower are the C-glycosyl flavonoids (2.5%) such as vitexin, 
isovitexin, orientin, isoorientin, apigenin, kaempferol and quercetin, and β-carbolinic 
alkaloids (harman, harmin, harmalin, harmol, and harmalol) (Marchart et al., 2003). At 
the moment of publication of this chapter, there is only one study that aims at the 
isolation of endophytic microorganisms from P. incarnata and the prospection of 
flavonoids from them, namely three endophytic fungi identified as Alternaria alternata, 
Colletotrichum capsici, and C. taiwanense. These were taken from leaves and yielded 
fungal chrysin (5,7-dihydroxyflavone) (Seetharaman et al., 2017a). Taking into account 
the evolutionary hypothesis according to which endophytic microorganisms are able to 
acquire host genes through horizontal gene transfer (HGT) (Taghavi et al., 2005) and 
as a consequence produce plant-derived compounds (Caruso et al., 2000; Flores-
Bustamante et al., 2010; Stierle et al., 1993; Yang et al., 2003; Zhao et al., 2010) 
endophytic bacteria are an unexplored reserve for obtaining high value-added 
metabolites, such as flavonoids for use in agriculture, where they can be used for an 
improved crop production and protection. Thus, to make progress toward these ends, 
the present study aimed at evaluating the genetic potential of P. incarnata endophytic 
bacteria by using a PCR based approach. 
 
2. Material and Methods 
2.1 Bacterial strains 
A total of 20 endophytic bacterial strains isolated from Passiflora incarnata leaves were 
used in this study. All endophytic strains belonged to the Sphingomonas genus (Table 
1) and were provided by the Microbial Resources Division of the Research Center for 




passionflower leaf tissue samples collected at the Centroflora Group’s agricultural 
fields located in the city of Botucatu, São Paulo, Brazil. The leaf samples were surface-
sterilized, ground, and re-suspended in PBS (Phosphate buffer solution, pH 7). The 
suspensions were plated in glycerol–asparagine agar, Gause's synthetic agar, TWYE 
agar, and HV agar. Isolates were taxonomically assigned using their partial 16S rRNA 
gene sequences in Identify server from the EzBioCloud platform (Yoon et al. 2017). 
The 16S rRNA gene sequences are deposited in GenBank database under the 
accession numbers MG778738, MG778740, MG778741, MG778771, MG778709, 
MG778720, MG778744, MG778722, MG778775, MG778795, MG778758, 
MG778707, MG778735, MG778721, MG778725, MG778845, MG778806, 
MG778810, MG778825, MG778847. 
Table 1. Endophytic Sphingomonas strains from Passiflora incarnata L. leaves used in this study. 
Strains Candidate Identificationa Accession numberb 
EP37, EP41.2 Sphingomonas yabuuchiae  AB071955 
EP42, EP76 Sphingomonas sanguinis  BCTY01000091 
EP3, EP14, EP45, EP16 Sphingomonas zeae  KP999966 









EP61.2 Sphingomonas leidyi  AJ227812 
EP1, EP167 Sphingomonas melonis  KB900605 
EP30.1 Sphingomonas paucimobilis  BBJS01000072 
EP15, EP20 Shingomonas sp. AORY01000018 
aTaxonomic identification based on partial 16S rRNA gene identity (>99%) to closest species type strains. 
bAccession number of the type strains 16S rRNA gene sequences. 
 
2.2 Design of generic genus-specific primers 
Genus-specific primers were designed for this study. From the Gene portal of the 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) all putative flavonol synthase 
gene sequences found in the Sphingomonas genus were recovered. These sequences 
were used to carry out a BLASTN analysis to increase the coverage of homologous 
Sphingomonas-specific sequences to the target gene. The Sphingomonas-specific 




analysis. All recovered sequences were aligned in online CLUSTALW software 
(http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) by searching for conserved regions (Fig 1). 
Primers were designed in Primer3 (http://research.dfci.harvard.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). 
 
Fig. 1 Partial scheme of multiple sequence alignment of putative FLS gene sequences recovered from 
GenBank. Red boxes showing conserved regions were selected for primer design. The multiple 
sequence alignment was visualized in UGENE software. 
 
2.3 PCR based screening of putative flavonol synthase gene 
Bacterial genomic DNA was extracted using the methods described by van Soolingen 
et al. (1993), with modifications. The PCR was performed in vials containing 25 µL total 
volume, 0.2 mM of dNTP, 1X reaction buffer (20 mM Tris, pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 0.5 
µM of each primer (Table 2), 1 U of Taq DNA polymerase, and 25 ng of template DNA. 
The PCR cycling protocol consisted of an initial denaturation at 95 °C for 3 min, 
followed by 30 cycles of 94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min and 72 °C for 3 min, followed 
by a final extension of one cycle at 72ºC for 5 min. The PCR products were separated 
by 1% (v/w) agarose gel electrophoresis, searching bands equivalent to 659 bp. 
Together with the PCR products a DNA ladder (GeneRuler 1 kb, Thermo Scientific) 










Table 2. PCR primers used in PCR based screening of a putative FLS gene. 
Target Gene size 
(bp) 
Primer Primer Sequence (5’→3’) °Tm Product size 
(bp) 
Flavonol 
synthase(FLS) 957 bp 
F-Sphi CTSAAGGAATTCTGGCAYGTC 54º 
~659 bp 
R-Sphi CTTGATCARCCCRATCTCGAC 55º 
 
2.4 Putative flavonol synthase gene sequencing and phylogenetic analysis 
PCR products showing a unique and correct (expected) band size were purified directly 
using the GFXTM PCR DNA Purification kit (GE Healthcare Life Sciences, Germany) 
as per the manufacturer's instructions. PCR products with nonspecific fragments were 
not included in the sequencing in further analysis. Amplicons were sequenced by the 
dideoxy terminator method to confirm that the employed PCR strategy amplified the 
target gene. The sequencing reaction was performed with BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technologies) using the same 
Sphingomonas-specific primers. The sequencing cycling protocol consisted of an initial 
denaturation at 96 °C for 1 min, followed by 30 cycles of 96 °C for 15 sec, 50 °C for 15 
sec and 60 °C for 4 min. The above reaction products were sequenced in an 
ABI3500XL Series (Applied Biosystems) sequencer. The forward and reverse 
sequences of each strain were assembled in BioEdit 7.2.6.1 software (Hall 1999).  
A phylogeny analysis was carried out to establish the evolutionary history of the 
putative flavonol synthase gene among our strains. A representative strain for each 
Sphingomonas species was selected for further analysis. The selected strain 
sequences were translated in silico through the EMBOSS Transeq tool 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) from the EMBL-EBI platform. The 
rendered deduced amino acid sequences were analyzed by BLAST algorithm 
(https://www.uniprot.org/blast/) from UniProt, to find homologous sequences with 
significant alignments. Hits of at least 90% amino acid sequence identity were included 
in this analysis. The multiple-sequence alignment of deduced amino acid sequences 
and their most closely related sequences was generated by the Muscle algorithm. The 
phylogenetic tree was inferred by Maximum Likelihood (Guindon and Gascuel 2003) 
based on the Poisson substitution model with 1000 bootstrap replications. Gaps and 
positions with ambiguities were excluded from the phylogenetic analysis. Evolutionary 




software. The putative FLS gene sequence of Sphingobium japonicum UT26S was 
used as the outgroup. 
 
3 Results 
3.1 Detection of a putative FLS gene in endophytic Sphingomonas strains 
Genus-specific primers (F-Sphi and R-Sphi) were used to detect putative flavonol 
synthase gene sequences in endophytic Sphingomonas strains. The PCR based 
screening was successful in targeting flavonol synthase gene sequences. All PCR 
screens obtained unique ~659 bp fragments, except for S. sanguinis (EP42, EP76) 
and S. panni (EP84) species, which additionally produced a nonspecific fragment 
(~500pb) (Fig. 10. 2) and thus were not included in further analysis. Amplification of 
the target gene was confirmed via sequencing and BLAST analysis (against protein 
and nucleotide databases from NCBI). Table 3 shows BLASTX and BLASTN analysis 
of representative sequences for each Sphingomonas species from which the target 
fragment was obtained. Based on BLASTX matches to non-redundant protein, all 
sequences were homologous to bacterial FLSs, except for the strain EP106 sequence, 
which shares 97% amino acid identity with a putative oxidoreductase from S. 
paucimobilis NBRC 13935. Only the second-best match for strain EP106 sequence 
showed 93% identity with an FLS. Also, the BLASTX analysis showed an existing 
protein (isopenicillin N synthase family oxygenase) identical in this fragment to flavonol 
synthase. Moreover, BLASTN analyses revealed less significant matches (some 
sequences only reached 86% identity) than in BLASTX, indicating that the sequences 
were relatively novel at the nucleotide level. The search in the nucleotide database 




































































































































































Fig. 2 Detection of FLS gene in endophytic Sphingomonas strains by PCR screening. Lane 1: S. 
yabuuchiae EP37, Lane 2: S. zeae EP3, Lane 3: S. parapaucimobilis EP120, Lane 4: S. 
pseudosanguinis EP106, Lane 5: S. panni EP84, Lane 6: S. sanguinis EP42, Lane 7: S. leidyi EP61.2, 
Lane 8: S. melonis EP167, Lane 9: S. paucimobilis EP30.1, Lane 10: S. sanguinis EP76, and Lane M: 
1 Kb DNA Ladder. 
 
3.2 Phylogenetic distribution of putative flavonol synthase in Sphingomonas 
strains 
In an attempt to discover the distribution and evolution of flavonol synthase among 
Sphingomonas strains, we used the deduced amino acid sequences of flavonol 
synthase gene fragments, compared them in multiple sequence alignments, and 
reconstructed their phylogenetic relationships. From the topology of the phylogenetic 
tree (Fig. 3), the presence of three main clades is immediately observed. The first clade 

















is formed from strain sequences EP120, EP37, EP15, EP3, EP106 and EP30.1, 
suggesting that S. sanguinis and S. yabuuchiae could be more closely related to each 
other than to other Sphingomonas species, if this tree is representative of the species’ 
relationships as a whole. This clade represented the larger cluster on the phylogenetic 
tree where, specifically, the strain EP15 and S. sanguinis sequences formed a distinct 
monophyletic cluster. In the second main clade, strain EP167 and S. melonis YT 
formed a highly supported clade, which coincides with candidate identification (Table 
1) by 16S rRNA gene sequence identity. Strain EP61.2 and S. hengshuiensis WHS-8 
formed the third main clade, despite the strain EP61.2 16S rRNA gene sequence 
having shown also a higher sequence identity with S. leidyi (Table 1). 
 
Fig. 3 Maximum likelihood tree of the deduced amino acid sequences of representative strains and 
closely related sequences available in the UniProtKB database. Bootstrap values are indicated as 
percentages derived from 1000 replications. Values lower than 50 are not shown. The horizontal bar 
represents 0.05 substitutions per amino acid site. 
 
4. Discussion 
The importance of flavonoids for all living organisms has been well documented 
(Mierziak et al., 2014). These compounds are found throughout the plant kingdom and 
because of their diverse chemical structure and variety resulting from the attached 
substituents, they play various biological activities with relevance to plant physiology 
 EP37 
 EP120 
 KTT98830.1 flavonol synthase Sphingomonas yabuuchiae NS355 
 EP15 





 KZB94494.1 flavonol synthase Sphingomonas melonis TY 
 AIT06371.1 flavonol synthase Sphingomonas taxi ATCC 55669 
 KTT69725.1 flavonol synthase Sphingomonas endophytica NS334 
 PCG08340.1 flavonol synthase Sphingomonas ginsenosidimutans KACC 14949 
  PCG14175.1 flavonol synthase Sphingomonas adhaesiva DSM 7418 
  EP61.2 
 AJP73242.1 flavonol synthase Sphingomonas hengshuiensis WHSC-8 
















and development. P. incarnata is one of the plants with the highest production of 
flavonoids, and their leaves are the main source of these compounds. However, 
extracting flavonoids from plant systems is economically expensive and may 
negatively affect the sustainability of agroecosystems. Moreover, microorganisms, 
inhabiting in plant internal tissues, can have evolutionary acquired the capability to 
synthesize phytochemicals naturally characteristic of the host (Tan, Zou. 2001). The 
flavonoids synthesis by endophytic fungi Alternaria alternata PI-1 represents an 
example of the hypothesis mentioned above (Seetharaman et al., 2017b). The present 
study shows the first evidence of the potential of endophytic bacteria for flavonoid 
synthesis. The genetic potential was evaluated by PCR screening of the flavonol 
synthase gene, encoding the enzyme that catalyzes the formation of flavonols from 
dihydroflavonols. A study on Arabidopsis thaliana characterized the flavonol synthase 
gene and revealed its central role in flavonoids metabolism (Owens et al., 2008). 
Enzymatic activity of flavonol synthase requires the presence of 2-oxoglutarate, 
ascorbate, and Fe2+ (Britsch. 1990). These components are commonly founded in the 
bacterial metabolic pathways (Sugisawa et al., 2005), so the production of flavonols by 
the action of the bacterial flavonol synthase is likely. Nevertheless, many enzymes, 
intermediaries and precursors of the flavonoid biosynthesis pathway are rare or 
produced in low concentrations in bacteria (Du et al., 2010; Hwang et al., 2003). The 
potential presence of the flavonol synthase gene does not necessarily mean that these 
bacterial strains possess a full flavonoid biosynthesis pathway. Thereby, it is likely that 
other enzymes and regulatory proteins of this biosynthetic pathway may be supported 
by the plant. 
Endophytic strains used in this study belonged to the Sphingomonas genus and were 
selected because the flavonol synthase gene was predicted by sequence homology to 
be present in the genome of some Sphingomonas species. Genus-specific primers 
were designed from conserved regions of this gene observed in multiple sequence 
alignment (~957bp). The aligned sequences were selected by BLAST analysis and all 
of them belonged to Sphingomonas related species. The primers amplified an internal 
region (~650pb) of the target gene. Nevertheless, in the screening of three strains 
(belonging to S. panni and S. sanguinis) a nonspecific and weak fragment was 
produced, suggesting that variations in PCR conditions must be performed. The 
analysis of sequences generated by BLASTN and BLASTX confirmed the amplification 




BLASTX analysis was an oxidoreductase. The same analysis showed the existence of 
an identical protein (isopenicillin N synthase family oxygenase), which means that a 
functional study to confirm the role of flavonol synthase gene in the studied strains is 
necessary. Additionally, an FLS activity assay was developed for measuring the 
activity level in crude extracts (Britsch,Grisebach, 1986). In the BLASTN analysis, the 
generated sequences showed greater variation than BLASTX, though the majority of 
nucleotide sequences aligned exclusively with Sphingomonas sp. LK11. Moreover, the 
BLASTX analyses revealed greater match diversity, implying that the reconstruction of 
phylogenetic relations should be more interesting at the amino acid level. 
The phylogenetic analysis of deduced amino acid sequences showed that sequences 
clustered in three main groups (Fig. 3). The larger cluster contained a clade, with the 
higher bootstrap value (99%), formed with strain sequences EP37 (S. yabuuchiae), 
EP120 (S. parapaucimobilis), EP15 (Sphingomonas sp.), EP3 (S. zeae) and type 
strains S. yabuuchiae NS355 and S. sanguinis NS319. This closely and strongly 
association may suggest that a horizontal gene transfer occurred among the grouped 
strains. The detection of flavonoid biosynthesis genes in the P. incarnata-associated 
endophytes genome confirmed the hypothesis that the flavonoid-producing plant 
species are candidate host of bacteria with potential for flavonoids production. The 
search for these bacteria can perform through bioprospecting of endophytic isolates or 
functional screening of endophyte metagenome. These bacterial endophytes 
represent an alternative biological resource for the sustainable production of plant-




Genetic screening revealed endophyte-derived flavonol synthase gene fragments with 
a putative role in the biosynthesis of flavonoids. This study offers further proof that 
endophytes can acquire biosynthetic functions historically assigned to their host plant. 
It is necessary to complement this investigation with biochemical studies that allow for 
a characterization of the metabolic pathway of flavonoid synthesis performed 
exclusively by bacteria or in synergy with plants. The fact that endophytic bacteria can 
produce flavonoids will increase interest for microorganisms with this lifestyle, because 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
Como parte complementar do artigo intitulado “Endophytic bacteria from 
Passiflora incarnata L. leaves with genetic potential for flavonoid biosynthesis”, foram 
realizados ensaios funcionais para avaliar a produção de flavonoides pelos isolados. 
Diante do resultado da amplificação do gene putativo FLS nos isolados citados 
anteriormente, foram selecionados aqueles que apresentaram a banda positiva para 
a presença do gene para os testes fenotípicos de produção de flavonoides. 
Inicialmente foram escolhidos cinco isolados de espécies diferentes, EP3 
(Sphingomonas zeae), EP15 (Sphingomonas sp.), EP37 (S. yabuuchiae), EP61.2 (S. 
leydii) e EP120 (S. parapaucimobilis). O isolado EP58, pertencente ao gênero Bacillus, 
também foi selecionado para essa análise, como um controle negativo, já que o 
mesmo não apresentou sinal positivo de amplificação nos ensaios genéticos, além 
disso, já que ele apresentou ótimos resultados para os ensaios de antagonismo, tendo 
em vista que os flavonoides de plantas também podem apresentar ação 
antimicrobiana, (Grayer e Harborne, 1994; Harborne, 1999). Trabalhos anteriores 
relatam a produção heteróloga deste metabólito em bactérias (Kaneko et al., 2003; 
Katsuyama et al., 2007b; Horinouchi, 2008a; Leonard et al., 2008), e leveduras (Yan 
et al., 2005), através de engenharia metabólica, e baseado nestes diferentes 
protocolos, os isolados foram testados utilizando meios suplementados com diferentes 
precursores da via dos fenilpropanóides, principal rota biossintética da qual se origina 
as diferentes classes de flavonoides (Dixon e Steele, 1999; Forkmann e Martens, 
2001). 
Os isolados foram inoculados em diferentes erlenmeyers com 500 mL de meio 
Czapek-Dox, cada qual suplementados com: a) 3 mM de fenilalanina; b) 3 mM de 
tirosina; c) 1,2 mM de ácido cinâmico; d) 1,2 mM de ácido p-cumárico; os quais foram 
colocados a 30 °C  durante oito dias sob agitação a 180 rpm. Em seguida, o caldo de 
produção dos metabólitos passou por sonicação e os flavonoides foram extraídos com 
butanol (1:1 v/v). Após agitação manual, foram deixados em descanso por 
aproximadamente 30 min para completa separação das fases. Esse processo foi 
repetido três vezes. A fase orgânica foi então transferida para balão de fundo redondo 
e concentrada a partir da evaporação à vácuo em rotavapor a 45 °C até a completa 
secagem. O extrato seco obtido foi suspenso em 3 mL de metanol e armazenados a 




Na dosagem do teor de flavonoides totais foi utilizada a metodologia 
colorimétrica com cloreto de alumínio (AlCl3) proposta por Peixoto Sobrinho (2010). 
Esse método é baseado na quantificação da coloração amarelo-laranja produzida pela 
interação dos flavonoides com o cloreto de alumínio. O cloreto de alumínio é um 
reagente empregado em espectrometria no UV-visível para a determinação estrutural 
de flavonoides. É utilizado para a determinação de flavonoides totais em diferentes 
tipos de amostras, usando como padrão a rutina ou quercetina (Alves e Kubota, 2013). 
Na reação, o íon alumínio Al3+ se complexa com as moléculas de flavonoides da 
amostra, estabelecendo o complexo estável flavonoide-Al3+ de coloração amarela cuja 
intensidade é proporcional à concentração de flavonoides presentes na amostra (da 
Silva et al., 2015). Esta metodologia permite o doseamento de diferentes flavonoides. 
Um volume de 1 mL do do extrato foi misturado com 1 mL de solução metanólica 
de AlCl3 a 2%. Após incubação por 30 min, foram realizadas as leituras das amostras 
na faixa de 430 nm em espectrofotômetro (UV/Vis-mini 1240, Shimadzu®). O espectro 
de absorção de um flavonoide (Tabela 14), normalmente determinado em água, 
metanol ou etanol, mostra em geral dois picos máximos de absorção, a 240-280 nm 
(faixa II) e a 300-550 nm (faixa I) (Markham, 1982). Utilizou-se como branco uma 
solução de compensação preparada da mesma forma que as amostras, sem adição 
da solução de AlCl3. Foi construída uma curva analítica contendo 0,48, 0,96, 2,88, 
4,80, 9,60 e 28,80 µg/mL de rutina (padrão Sigma®), e os resultados, determinados a 
partir de uma equação de regressão, expressos em microgramas de rutina por mililitro. 






Tabela 14. Faixa de absorção de flavonoides em luz UV/visível. Fonte: Markham, 1982  
Faixa II (nm) Faixa I (nm) Tipo de flavonoide 
250-280 310-350 Flavona 
250-280 330-360 Flavonois (substituídos) 
250-280 350-385 Flavonois (não substituídos) 
245-275 310-330 Isoflavonas 
275-295 300-330 Flavanonas e diidroflavonois 
Baixa intensidade  340-390 Chalconas 
Baixa intensidade  380-430 Auronas 
270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas 
 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Para otimização do processo de extração e quantificação dos flavonoides totais 
da amostra, a metodologia utilizada neste trabalho foi baseada em estudo anterior 
realizado na Divisão de Química Orgânica e Farmacêutica (DQOF-CPQBA) utilizando 
isolados fúngicos provenientes de amostras vegetais obtidas do mesmo campo de 
produção em Botucatu-SP (Silva, 2017). Nesse trabalho, a utilização do butanol se 
mostrou mais eficiente para a extração dos flavonoides presentes na amostra, por isso 
esse solvente foi escolhido para o prosseguimento da análise. Além disso, os 
flavonoides são derivados fenólicos polares, portanto são solúveis em solventes mais 
polares (Yunes, 2001). 
Para a determinação dos flavonoides totais nos extratos, foi construída uma 
curva de calibração. Das seis linhagens testadas, apenas os isolados EP15, EP61B e 
EP58 apresentaram quantidades detectáveis de flavonoides totais. Os valores médios 
dos flavonoides totais foram expressos como equivalentes de microgramas de rutina 








                     Tabela 15. Concentração de flavonoides totais nos extratos dos isolados. 
Isolados Precursor Flavonoides totais (µg/mL) 
  430 nm 
EP15 Ácido p-cumárico 1,34 
EP58 Ácido cinâmico 1,81 
EP58 Fenilalanina 0,11 
EP61B Ácido cinâmico 1,79 
EP61B Fenilalanina 5,37 
 
Como mostrado na tabela 15, a concentração de flavonoides totais se mostrou 
muito baixa nos extratos dos isolados endofíticos, com exceção do isolado EP61B 
com a utilização de fenilalanina no meio de cultivo para a produção do metabólito, que 
resultou em valores comparativamente superiores. A baixa concentração de 
flavonoides obtida nos extratos era um resultado esperado, já que esse metabólito 
não é produzido naturalmente por bactérias, sendo sintetizado dessa forma 
exclusivamente em plantas (Weisshaar e Jenkins, 1998; Harborne e Williams, 2000). 
Sua produção é dependente de um cluster biossintético no qual as enzimas se reúnem 
como um complexo macromolecular com contatos entre múltiplas proteínas. 
Mesmo em linhagens bacterianas recombinantes como Escherichia coli, 
quantidades muito baixas de flavonoides são sintetizadas, significativamente menores 
do que os rendimentos teóricos (Hwang et al., 2003). Em estudo com uma linhagem 
recombinante de E. coli, Miyahisa et al. (2005) construíram um plasmídeo que 
transportava um aglomerado de genes biossintéticos artificiais, incluindo PAL 
codificando uma fenilalanina amônia-liase de uma levedura, ScCCL codificando um 
cinamato/cumarato: CoA ligase do actinomiceto Streptomyces coelicolor A3, CHS 
codificando uma chalcona sintase de um planta de alcaçuz e CHI codificando uma 
chalcona isomerase da planta Pueraria. As células recombinantes de E. coli 
produziram 0,45 mg/L de naringenina e 0,08 mg/L de pinocembrina a partir de 2 mM 
de tirosina no meio de produção. Sem a suplementação do meio com tirosina, 
quantidades muito baixas destas flavanonas foram produzidas. Já na presença de 2 
mM de fenilalanina, foram produzidos 0,75 mg/L de pinocembrina e 0,039 mg/L de 
naringenina. Kaneko e colaboradores (2003) utilizando também uma linhagem 
recombinante de E. coli conseguiram sintetizar aproximadamente 65 mg/L de 




cinâmico; e 87 mg/L de flavanonas, 84 mg/L de flavonas e 33 mg/L de flavonois a 
partir de meio suplementado com 1 mM de ácido p-cumárico. 
Embora grande parte das linhagens de Sphingomonas tenham apresentado a 
amplificação do gene putativo FLS, esse fato não resultou em resultados positivos 
quando testados fenotipicamente. Como demostrado anteriormente, a biossíntese de 
flavonoides requer a expressão de diferentes genes que codificam diversas enzimas 
que funcionam de maneira sequencial, até mesmo dependente, para cada substrato 
gerado, levando à formação dos variados intermediários para a produção dos 
compostos desejados. Por outro lado, a análise genética resultou da confirmação da 
presença desse gene nos isolados endofíticos, sugerindo uma possível transferência 
horizontal de genes. Assim, futuras investigações genéticas mais aprofundadas 
devem ser feitas a fim de elucidar essa hipótese, além de buscar a presença de outros 
genes relacionados à rota biossintética de flavonoides, ampliando a possibilidade do 
uso de isolados endofíticos, de hospedeiros notoriamente produtores desses 








• Este capítulo demonstrou o potencial genético dos endófitos de P. incarnata 
para produção de flavonóides. Um dos genes do cluster responsável pela produção 
dos flavonoides em plantas foi amplificado em linhagens endofíticas do gênero 
Sphingomonas. 
• A presença desse gene nas bactérias, pode sugerir uma transferência 
horizontal de genes entre hospedeiro e endofítico. 
• Foi possível a detecção da produção de pequenas quantidades de flavonoides 
por bactérias endofíticas associadas à P. incarnata, sugerindo que esses micro-








No presente estudo, endófitos que habitam o interior das folhas de P. incarnata 
foram revelados por meio da combinação de metodologias dependente e 
independente de cultivo. Dessa forma,  o Capítulo I foi focado em isolar e caracterizar 
as bactérias obtidas das plantas de maracujá coletadas no seu estágio reprodutivo. 
Foi obtida uma grande diversidade de bactérias, desde àquelas já descritas como 
endófitos de diferentes hospedeiros e que constituem um microbioma central desse 
grupo de micro-organismos, até outras espécies descritas pela primeira vez como 
bactérias endofíticas. 
No Capítulo II, comparou-se a estrutura das comunidades bacterianas 
endofíticas, cultiváveis e não cultiváveis, de acordo com o estágio de desenvolvimento 
da planta. Foi possível observar uma diferenciação na composição da comunidade 
endofítica relacionada ao estágio em que a planta se encontrava. Nas plantas que 
estavam no estágio reprodutivo, notou-se que a comunidade endofítica estava 
funcionalmente relacionada com a proteção da planta e produção de antimicrobianos, 
e no estágio vegetativo encontrou-se bactérias relatadas com funções de promoção 
de crescimento vegetal. As variações na composição da comunidade endofítica com 
as mudanças do estágio de desenvolvimento são fatores importantes a serem levados 
em consideração quando a comunidade endofítica de uma planta está sendo 
estudada. Se a composição muda, o papel dos endofíticos pode mudar 
potencialmente com a fase de desenvolvimento. É possível que bactérias com certas 
capacidades (isto é, produção de antimicrobianos ou promoção de crescimento 
vegetal) possam potencialmente estar presentes ou serem encontradas em maior 
abundância em certo estágio da planta. Portanto,  o estudo das comunidades 
endofíticas das plantas em diferentes etapas de desenvolvimento pode melhorar a 
compreensão da interação planta-endófito. 
Nos capítulos III e IV foi avaliado o potencial biotecnológico dessas bactérias, 
seja de forma a produzirem antimicrobianos, ou compostos de interesse como 
flavonoides. Um bom número de endófitos apresentou habilidade em suprimir ou 
diminuir o crescimento de fitopatógenos fúngicos e bacterianos da cultura do 
maracujá, sendo que dez deles se mostraram como bons candidatos na utilização 




ainda testados para a formação de um consórcio bacteriano para mitigação de perdas 
e produtividade nessa planta. Esses resultados corroboram a hipótese levantada no 
capítulo II, quanto à capacidade funcional da comunidade endofítica observada no 
estágio reprodutivo da planta estar mais direcionada à proteção da planta, seja 
produzindo compostos antimicrobianos ou agindo como antagonista, através de 
outros mecanismos de ação, como competição por nichos ou nutrientes. Quando 
testadas quanto ao potencial genético para a produção de flavonoides, algumas 
linhagens, principalmente do gênero Sphingomonas, foram positivas para a presença 
de flavonol synthase, um dos genes presente no cluster biossintético responsável pela 
produção desse composto em plantas superiores e foram capazes de produzir 
pequenas quantidades de flavonóides. Embora existam muitos estudos que relatem a 
biossíntese por endófitos de compostos que são inicialmente produzidos por seus 
hospedeiros, ainda não há avanço considerável na produção biotecnológica desses 
produtos naturais bioativos usando micro-organismos endofíticos. É de grande 
importância investigar o metaboloma dos endófitos correlacionando com suas plantas 
hospedeiras, caso a caso, para compreender como os clusters biossintéticos são 
regulados e sua expressão é afetada in planta e ex planta. Apenas uma compreensão 
mais profunda da relação endófito-hospedeiro em nível molecular pode ajudar a 
induzir e otimizar a produção de metabólitos secundários em condições de laboratório 
para produzir metabólitos desejados de forma sustentável usando micro-organismos 
endofíticos. 
As conclusões obtidas a partir deste trabalho têm um impacto potencial em 
pesquisas futuras associadas ao estudo de comunidades endofíticas de plantas 
medicinais e o uso desses micro-organismos como agentes de biocontrole e 
produtores de biomoléculas de interesse na indústria farmacêutica e agrícola. Ainda 
há muito mais pesquisas que precisam ser conduzidas sobre os endófitos que estão 
além do escopo deste estudo. Em última análise, o estudo da comunidade endofítica 
serve como uma porta de entrada para o desenvolvimento de maneiras de utilizar as 
capacidades dos endófitos e no entendimento dos papéis que esses micro-
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